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Resumen

RESUMEN

Las funciones de los ovarios, la ovulacion y la secrecion de hormonas, estan regulados por una via
hormonal a través de las sefiales que provienen del hipotalamo y la hipdfisis. Sin embargo, son
moduladas por una via neural a través de la inervacion que recibe la gonada por medio del Nervio
Ovarico Superior.

Existe la evidencia de que entre las fibras nerviosas del NOS se encuentran
neurotransmisores como Noradrenalina y Péptido Intestinal Vasoactivo que a su vez, modulan la
accién de las gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovérica en la rata adulta y los efectos
dependen del dia del ciclo estral. Por ello, el propdsito de este estudio fue analizar la participacion
del NOS a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral de la rata adulta con o sin ovariectomia unilateral
sobre la tasa de animales ovulantes y el numero de ovocitos liberados.

Para ello, se utilizaron ratas hembra adultas que a las 7:00 h de cada etapa del ciclo estral,
bajo anestesia con éter, fueron sometidas a los siguientes tratamientos: Laparotomia ventral,
ovariectomia unilateral, seccion unilateral del NOS seguida o no de ovariectomia unilateral y
ovariectomia unilateral seguida de la seccién unilateral del NOS. Una vez que los animales
presentaron el estro vaginal fueron sacrificados a las 7:00 h para analizar la respuesta ovulatoria. Se
incluyeron grupos de animales intactos (testigo) sacrificados a las 7:00 h en el estro vaginal.

La respuesta ovulatoria de los animales que fueron sometidos a la laparotomia ventral en las
diferentes etapas del ciclo estral no altero la tasa de animales ovulantes respecto a lo observado en
los animales intactos. En contraste, en la etapa de Diestro-2 resulté en aumento en el nimero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo respecto a lo registrado en animales intactos; mientras que,
en el dia del Estro se observé disminucion en el nimero de ovocitos liberados por parte del ovario
izquierdo. Estos resultados muestran que la laparotomia ventral, es un factor estresante que alter6
los mecanismos neuroendocrinos que regulan el proceso ovulatorio en el Diestro-2 y Estro.

En los animales con seccion del NOS izquierdo en el Diestro-1, Proestro y Estro se observo
ovulacién solo en el 42.9% de ellos; cuando se considera el ovario izquierdo, mientras que la seccién
del NOS derecho en el Diestro-1 se tradujo en 28.6% de animales ovulantes y en el Proestro 42.9%;
cuando se considera el ovario derecho, respecto a su grupo control respectivo. La seccién del NOS
izquierdo en Diestro-1 resulta en menor nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho, lo que
refleja el menor nimero de ovocitos cuando se considera la suma de los liberados por el ovario
izquierdo y derecho respecto a su grupo control respectivo. La seccion del NOS derecho resulté en
la liberacién de solo 1y 4 ovocitos por cada uno de los dos animales que liberaron su ovocito por el
ovario derecho, lo que se refleja en el menor nimero de ovocitos liberados cuando se consideran a
ambos ovarios.
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Resumen

En el Diestro-2, la seccién unilateral del NOS resulté en menor nimero de ovocitos liberados
por el ovario izquierdo, lo que contrasta con el aumento en el nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho. En el Proestro, ambas secciones del NOS se tradujeron en menor numero de
ovocitos liberados por los ovarios respecto a la de sus grupos control respectivos. Solo los animales
con seccion del NOS-I en el Estro liberaron mayor numero de ovocitos por el ovario izquierdo
respecto a la de su grupo control.

La ovariectomia izquierda en el Diestro-1 resulté en bloqueo de la ovulacién en el 85.7% de
los animales. En la etapa del Diestro-2, se observd aumento en el numero de ovocitos liberados
cuando se realizé la ovariectomia izquierda. Cuando se extirpé el ovario izquierdo o derecho en el
dia del Estro, se observo aumento en el niumero de ovocitos liberados sin alteraciones en la tasa de
animales ovulantes, respecto a lo registrado en animales con laparotomia. La ovariectomia derecha
en animales con seccién del NOS izquierdo en el Diestro-1 resulté en aumento en el porcentaje de
animales ovulantes, por tanto, el NOS izquierdo modula en forma inhibitoria el nimero de animales
que ovulan por parte del ovario izquierdo in situ.

La ovariectomia derecha en animales con seccion del NOS izquierdo en el Diestro-1 resultd
en aumento en el porcentaje de animales ovulantes, por tanto, el NOS izquierdo modula en forma
inhibitoria el numero de animales que ovulan por parte del ovario izquierdo in situ. La seccién del
NOS izquierdo en animales con ovariectomia derecha resulta en el bloqueo de la ovulaciéon en
Diestro-1, Proestro y Estro, por ende dicho nervio modula en forma estimulante la ovulacion en el
ovario izquierdo in situ en esas etapas.

En los animales con seccidén del NOS derecho y ovariectomia izquierda, el NOS derecho
modula de manera inhibitoria la accién de las gonadotropinas sobre la ovulacidn del ovario derecho
in situ en Diestro-2 y Estro. En aquellos con ovariectomia izquierda seguida de la seccion del NOS
derecho, el NOS derecho modula de manera estimulante la funcion de las gonadotropinas sobre la
ovulacion del ovario derecho in situ en la etapa del Proestro.

Con base en los resultados se sugiere que existe conexidn entre los ovarios y el SNC, a
través de la inervacion simpatica dada por el NOS, y que la informacion neural que llega a las
gbnadas por medio de este nervio modula en forma estimulante o inhibitoria los mecanismos
neuroendocrinos que regulan el proceso ovulatorio, lo que depende del dia del ciclo estral en que se
realice el estudio, del nervio y la génada que se estén analizando y del tiempo que transcurre entre
la cirugia y el momento de la evaluacion de los resultados.
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Intreduccidn

INTRODUCCION

La comunicacion neuroendocrina que existe entre el Sistema Nervioso Central (SNC) y los ovarios,
que se da a través de las sefiales hormonales que provienen del hipotalamo y la hipdfisis, en donde
el hipotalamo secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés),
la cual es conducida por el sistema portal hipotalamico-hipofisiario a los gonadotropos de la
adenohipdfisis donde estimula la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). Estas son liberadas a la circulacién sanguinea y al llegar a los ovarios
estimulan la ovulacién y la sintesis y secrecion de sus hormonas (Freeman, 2006; Knobil y Neill,
2006b; Ross y Wojciech, 2007; Yao y Bahr, 1999; Yen et al., 20001a,b).

Las funciones ovaricas, ademas de estar reguladas por sefiales hormonales; son moduladas
por la inervacion extrinseca de la génada (Aguado y Forneris, 2002; Alburquerque-Araujo et al.,
1995; Barco et al., 2003; Burden et al., 1983; Lawrence y Burden, 1980; Gerendai et al., 2005, 2009).
El Nervio Ovarico Superior lleva en sus fibras Noradrenalina y Péptido Intestinal Vasoactivo, a su
vez, se ha mostrado que modulan la accion de las gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica
en la rata adulta y que los efectos dependen del dia del ciclo estral en que se analice su
participacion (Aguado, 2002; Aguado y Ojeda, 1984; Chavez y Dominguez, 1994; Dominguez et al.,
1998; Erskine et al., 1988; Flores et al., 2008, 2011; Guzman, 2009; Mendoza, 2007; Montiel, 2005;
Risvanli et al., 2004; Santiago, 2012; Serrano, 2007; Velasco, 2007).

La participacion del Nervio Ovarico Superior en las funciones del ovario ha sido analizada
por medio de la seccidn unilateral del nervio a las 13:00 h en el dia del Proestro (Velasco, 2007) y a
las 15:00 y 19:00 h en cada etapa del ciclo estral de la rata adulta sobre la ciclicidad y la ovulacion
(Javier, 2012). Los resultados observados apoyan la hipotesis de que la actividad de las neuronas no
solo varia con base en la etapa del ciclo estral, sino que dicha actividad tiene periodos de
quiescencia (quietud) y de actividad que depende de la hora en estudio, del Nervio analizado y de la
funcion analizada: tasa de animales ovulantes o el numero de ovocitos liberados.

También se ha mostrado que la extirpacion de un ovario modifica los mecanismos
neuroendocrinos que regulan las funciones del ovario remanente y esta modificacion depende del
ovario remanente, de la inervacion vagal y del dia y hora en que se realiza el tratamiento (Everardo,
2011).

Con base en ello, el objetivo de este estudio fue analizar si el Nervio Ovarico Superior, forma
parte de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacién espontanea a las 7:00 h de cada
etapa del ciclo estral, en ratas con o sin ovariectomia unilateral.

Leydi Estefani Gonzdlez Espinasa
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I. Los Ovarios

En la rata los ovarios son 6rganos pares de forma ovalada y con superficie irregular semejante a un
racimo de uvas que tienen la funcion de liberar ovocitos viables capaces de ser fecundados y secretar
hormonas esteroides (progesterona, androgenos y estrégenos) ademas de proteicas (inhibina, activina,
folistatina, entre otras) hacia la sangre (Barria et al., 1993; Burden et al., 1983; Freeman, 2006; Knobil y
Neill, 2006b; Ross y Wojciech, 2007; Yao y Bahr, 1999).

hA Localizacion
Se encuentran a cada lado del utero, y estan suspendidos por un pliegue del peritoneo que se llama
mesovario y por el ligamento suspensorio. Este une la parte superior del ovario con la pared de la pelvis
(Ross y Wojciech, 2007; Tortora, 2006).

A4 Irrigacion
Estan irrigados directamente por la aorta abdominal de donde emerge la arteria ovarica; las ramas de
esta arteria penetran al ovario por medio del hilio (Yao y Bahr, 1999).

A4 Histologia
La superficie del ovario tiene una capa de epitelio germinativo y debajo de este epitelio se encuentra la
tunica albuginea. Posterior a ésta, se pueden distinguir claramente tres regiones (Figura 1):

1. La Corteza: rodea a la médula y contiene los foliculos y cuerpos luteos en diferentes estados de
maduracion. Los foliculos se encuentran en el estroma que a su vez se compone de tres
diferentes tipos de células: las células del tejido conjuntivo, las células del musculo liso que
regulan la contraccion de los vasos sanguineos y células intersticiales que se encargan de
secretar andrégenos (Figura 1) (Ross y Wojciech, 2007; Tresguerres, 2003; Yao y Bahr, 1999).

Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa
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Figura 1. Seccion transversal de ovario de rata donde se muestra la Corteza (C) y la médula (M); tefido con tricromico de
Masson (este tipo de tincion permite visualizar claramente el nicleo celular, el citoplasma y las fibras de coldgeno (Tomada de
Martin, 2011).

2. La Médula: es la parte central del ovario que contiene el tejido conjuntivo laxo, vasos
sanguineos, vasos linfaticos y terminaciones nerviosas (Figura 1) (Fawcett, 1995; Ross y
Wojciech, 2007; Tresguerres, 2003; Yao y Bahr, 1999).

3. El Hilio: es la region por donde las fibras nerviosas, los vasos linfaticos, la arteria y la vena
ovarica penetran al ovario (Figura 1) (Martin, 2011; Ross et al., 2005; Ross y Wojciech, 2007;
Tresguerres, 2003).

Al foliculo ovarico (Figura 2) se le considera como la unidad anatémica funcional del ovario, ya
que a partir de él se originan los compartimentos endocrinos funcionales del ovario: el folicular, el
luteal y el intersticial (Figura 3) (Dominguez et al., 1991; Ying y Zhang, 1999).

[N
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Figura 2. Foliculo ovérico y sus componentes (Tomada de Ross et al., 2005)

El compartimiento folicular: comprende a los foliculos en los distintos estados de crecimiento y

diferenciacion (Figura 3), estimulados por la accion de la hormona estimulante del foliculo
(FSH, por sus siglas en inglés) y por la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), a
su vez en este compartimiento se sintetizan y secretan a la circulacion sanguinea hormonas
esteroides y proteicas (Dominguez et al., 1991; Yao y Bahr, 1999).

El compartimiento luteal: comprende a los cuerpos luteos en diferentes grados de maduracion

(Figura 3). Se forma inmediatamente después de la liberacion del ovocito y es estimulado por
la accién de la LH a partir de las células tecales y de la granulosa. Su funcién es secretar
progesterona a la circulacion sanguinea (Dominguez et al., 1991; Yao y Bahr, 1999).

El compartimiento intersticial: se localiza entre la médula ovarica y la parte interna de la
corteza (Figura 3). Su formacién comienza con los foliculos atrésicos que tienen receptores a
LH. Este compartimiento esta4 encargado de sintetizar y liberar androgenos a la circulacion
sanguinea (Dominguez et al., 1991; Yao y Bahr, 1999).

Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa



FOLICULOS EN DISTINTOS
ESTADIOS DE DESARROLLO

CAPATECAL

SANGUINEOS E INERVACION

II. Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso de maduracion y diferenciacion del foliculo

del crecimiento folicular se lleva a cabo durante la primera semana de
Malamed et al., 1992; Rajah y Hirsfield, 1991; Rajah et al., 1992).

[N

FOLICULD ? ";b:,

ATRESICO :ﬁé

TEJIDO
INTERSTICIAL

X (¢}
HILIO I ‘51 {

CEL. LUTEALES

OVULACION

- MEDULA

PITELIO
GERMINAL

CUERPO LUTEO

CUERPO LUTEO
EN REGRESION

Figura 3. Compartimientos endocrinos del Ovario: Folicular, intersticial y luteal (Tomada y modificada de Freeman, 2006).

ovarico en el que las células

germinales del foliculo se diferencian hasta desarrollarse en células sométicas. En la rata, la iniciacién

vida (Knobil y Neil, 2006a;

Se ha evidenciado que el inicio de la foliculogénesis depende de los neurotransmisores
localizados en el ovario de la rata neonata antes de la formacion del foliculo primordial (Mayerhofer et
al., 1997; Ojeda et al., 2000), tales como la noradrenalina (NA) y el Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP),

. Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa
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que regulan el inicio del desarrollo folicular (Advis et al., 1989; Ben-Jonathan et al., 1984; Mayerhofer et
al., 1997). En la rata neonata, la eliminacién de esta informacién neural resulta en disminucion de la
poblacion folicular (Lara et al., 1990).

A su vez, esos neurotransmisores estimulan la formacion de receptores ala FSH y a la LH, que
empiezan a formarse en el ovario entre los dias 5y 7 de vida de la rata, por medio de la estimulacion de
la formacion del Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc) (Knecht et al., 1983; Mayerhofer et al., 1997;
Nakamura et al., 1995; Ranta et al., 1984).

Ademas de los neurotransmisores, la activina, que esta presente en los ovarios de las ratas,
antes y después de su nacimiento, estimula el desarrollo de los receptores a FSH en las células de la
granulosa, y la diferenciacién de estas células en los foliculos primordiales al estimular la formacién del
AMPc (Mayerhofer et al., 1997).

Para que se puedan originar los primeros ovocitos, antes del nacimiento de la rata, un
determinado nimero de células germinales llamadas ovogonias, se diferencian en ovocitos durante la
ovogénesis, listos para la primera division meiética (Tsafriri y Kraicer, 1972).

Ya comenzada la meiosis, €l ovocito |, es rodeado por una capa de epitelio folicular y se
produce un estado de quiescencia en el estadio de diploteno, profase |, denominado estado dictiatico.
El ovocito se mantiene en esta etapa hasta que es seleccionado para su maduracion en el dia del
Proestro de la edad adulta de la rata (Dominguez et al., 1991; Fawcett, 1995; Freeman, 2006; Martin,
2011; Rodgers et al., 1999).

Antes de las 72 horas, después del nacimiento de la rata, en el ovario ya existen tres tipos
celulares: las células germinales, las epiteliales y las mesenquimaticas. Las células germinales
comienzan a migrar hacia el interior de la génada primitiva donde son rodeadas por células epiteliales;
este tipo celular da origen a las células de la granulosa. Posteriormente, las células mesenquimaticas
rodean a los ovocitos, los que a su vez, son rodeados por una capa sencilla de células foliculares
planas que dan origen a los primeros foliculos llamados foliculos primordiales (Figura 4) (Dissen et
al., 2001; Dominguez et al., 1991; Fawcett, 1995; Freeman, 2006; Funkeinstein et al., 1980; Martin,
2011; Rodgers et al., 1999).
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Figura 4. Foliculo primordial, observado en la seccién transversal de ovario de rata tefiido con tricrémico de Masson.
Cada foliculos esta rodeado de células foliculares planas (flecha) (Tomada de Martin, 2011).

Cada dia un numero de foliculos primordiales se activan, y el ovocito comienza a crecer gracias a la
sintesis del factor de crecimiento nervioso (NGF) en los tejidos de la gonada, inervados por el Sistema
Nervioso Periférico. Una vez que se ha iniciado el crecimiento del foliculo, éste no se detiene y
prosigue su desarrollo hasta convertirse en un foliculo maduro preovulatorio o sufren atresia folicular
(Dissen et al., 2001; Dominguez et al., 1991; Fawcett, 1995; Freeman, 2006; Funkeinstein et al., 1980;
Martin, 2011; Rodgers et al., 1999).

Los primeros foliculos que comienzan a crecer son los que estan mas cerca del hilio ovarico
(Hirshfield, 1991), ya que es la regién mas densamente inervada por nervios simpaticos (Mayerhofer et
al., 1997). Los primeros foliculos primordiales se forman 24 horas después del nacimiento de la rata, 12
horas después se observan 500 foliculos en cada ovario y 12 horas mas tarde ya existen cerca de 1300
foliculos en ambas gonadas (Rajah et al., 1992; Malamed et al., 1992; Mayerhofer et al., 1997).

Durante las primeras tres semanas de vida de la rata, el epitelio escamoso de las células
foliculares en el foliculo primordial aumenta para formar un epitelio columnar; es decir, las células
foliculares planas se vuelven cuboides (llamadas ahora células de la granulosa), y es entonces cuando
los foliculos primordiales son llamados foliculos primarios (Figura 5) (McGee et al., 1997). Estos
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foliculos se subdividen en: 1. foliculo primario con una sola capa de células foliculares cubicas y 2.

foliculo primario con multiples capas de células foliculares (Kierszenbaum, 2008).

En el foliculo secundario se observa la zona pelucida alrededor del ovocito, la cual esta
formada principalmente por &cido hialurénico, ademas de mucopolisacaridos (Berne, 2002). El
engrosamiento de la capa de células de la granulosa es estimulado por la FSH que durante la mayor
parte del desarrollo del foliculo cuenta con receptores en estas células (Fawcett, 1995; Xiaoxin et al.,
2010).

Figura 5. Foliculo primario con distinto grado de estratificacion de la capa de las células de la granulosa, observado en la seccion
transversal de ovario de rata tefiido con tricromico de Masson (Tomada de Martin, 2011).

Los foliculos secundarios, entran a la sequnda fase de maduracion (Figura 6), en donde los foliculos ya
poseen receptores a gonadotropinas y por lo tanto, ya responden a ellas. En esta fase se observa la
transicion de foliculos preantrales a antrales y posteriormente a foliculos preovulatorios (Orisaka et al.,
2006; Xiaoxin et al., 2010).

Pedersen y Peters, en 1968, clasificaron a los foliculos en funcién del nimero de capas de las
células de la granulosa y el diametro folicular (Figura 6). Observaron que los foliculos primarios o
pequefios miden aproximadamente mas de 25 ym de diametro, y constan de un ovocito de menos de
10 um y un anillo incompleto de células de la granulosa, los que han sido observados en mayor
cantidad en el dia de Diestro-2 (Hirshfield y Midgley, 1978).
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El crecimiento del foliculo desde foliculo primordial a primario y después a secundario es
independiente de las gonadotropinas por lo que se denomina la primera fase del desarrollo folicular
(Figura 7) (Funkenstein et al., 1980; Kolena, 1976; Malamed et al., 1992; Mayerhofer et al., 1997,
Orisaka et al., 2009; Peters et al, 1973). Sin embargo, para que continte la foliculogénesis son
necesarias las sefiales hipofisiarias (Knobil y Neil, 2006a).

1a. FASE 2a. FASE 3a. FASE

INDEPENDIENTE A LAS RECEPTORES A LAS DEPENDIENTEA LAS

GONADOTROPINAS GONADOTROPINAS GONADOTROPINAS
A A

‘s N o

P , ~
s+® > @&

primordial  primario

sccundario
preantral

Vi

formacion de cél. de la teca

ovulacién

preovulatorio

Figura 6. Fases de maduracion del foliculo ovarico de rata (Tomada de Orisaka et al., 2009).

El foliculo secundario se transforma en un foliculo preantral. Se ha demostrado que el factor de
crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9) regula el destino del foliculo ovérico (crecimiento vs atresia)
durante el desarrollo folicular desde el preantral hasta un antral; regulando la apoptosis de las células
de la granulosa (Orisaka et al., 2009). Los foliculos preantrales son mayores de 390 um, observados
fundamentalmente en el dia del Proestro (Figura 7) (Pedersen, 1970; Hirshfield y Midgley, 1978).

Las células de la teca que se han formado en el foliculo preantral se dividen en teca interna y
externa. Las células de la teca interna proliferan rapidamente y se observan en una red fibrosa y
reticular que contiene un plexo de capilares y vasos linfaticos. Por su parte, la teca externa contiene
tejido contractil que es indispensable en la ovulacion. Las células de la granulosa proliferan rapidamente
para que el foliculo llegue al estado antral (Freeman, 2006).
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Figura 7. Clasificacion de los foliculos (Tomada de Pedersen y Peters, 1968)

En las células de la teca interna se forman receptores a LH y comienza la produccion de androégenos
que en las células de la granulosa se convertiran a estrogenos (Orisaka et al., 2009; Xiaoxin et al.,
2010). Los receptores a LH que se forman en las células tecales aparecen en el dia del Diestro-1 y
aumentan en la tarde del Diestro-2. Ya entre la tarde del Diestro-2 y la mafiana del Proestro, aparecen
receptores a prolactina en las células de la granulosa cuya sintesis es estimulada porla FSH y la LH, y
la propia prolactina. Asimismo, para que un ovocito | se transforme en ovocito Il requiere de la
estimulacion de la LH (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006).

A partir de este momento, el desarrollo de los foliculos de las etapas subsecuentes es
controlado por factores de crecimiento como el IGF-1, citosinas, factores de crecimiento epidérmico,
FSH, LH, progesterona y estradiol (Mayerhofer et al., 1997, Orisaka et al., 2009).

Ya en el foliculo antral, las células de la granulosa que han formado siete u ocho capas
alrededor del ovocito y que los foliculos se han transformado en vesiculares, forman espacios entre las
células que a su vez, se agrandan y se unen finalmente en una sola cavidad mas grande llamada antro.
En dicha cavidad hay un liquido o licor folicular que contiene FSH, LH, prolactina, proteinas,
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polipéptidos, progesterona, estrogenos y NA; sus concentraciones varian a lo largo del ciclo estral de la
rata (Dominguez et al., 1991; Fawcett, 1995).

Los foliculos antrales miden mas de 500 pym, y su numero fluctua a lo largo del ciclo estral
(Figura 7) (Pedersen, 1970); estos se han observado en mayor nimero en el dia del Estro o Diestro-1
(Hirshfield y Midgley, 1978).

Cuando el foliculo antral continia su crecimiento pasa a la tercera fase de desarrollo folicular
(Figura 7) en donde es nombrado foliculo preovulatorio; esta fase es dependiente de las
gonadotropinas, y es en esta etapa donde los foliculos son seleccionados para la ovulacion (Dominguez
et al., 1991; Orisaka et al., 2006). Estos foliculos por lo general miden mas de 600 ym, y existen
algunos de hasta 800 pym (Hirshfield y Midgley, 1978).

En el foliculo preovulatorio, las células de la granulosa junto con el ovocito, se colocan en
posicion excéntrica y forman un cerro llamado cumulus oophorus. Las células de la granulosa que
rodean el ovocito forman un anillo conocido como corona radiada y el volumen del licor folicular
aumenta conforme se aproxima la ovulacién (Freeman, 2006; Xiaoxin et al., 2010).

El crecimiento del foliculo dura 19 dias, desde que pasa del estado de reposo hasta que
culmina con la ovulacién (Dominguez et al., 1991; Pedersen, 1970). En este periodo de transicion, se
pueden distinguir distintas fases de maduracion que dependen del estadio de diferenciacion del foliculo
y de la capacidad de respuesta que posea hacia las gonadotropinas hipofisarias (Dominguez et al.,
1991; Orisaka et al., 2006; 2009).

Por otro lado, existen foliculos que habiendo iniciado el proceso de crecimiento y diferenciacion,
no liberan su ovocito y se eliminan del ovario por medio de un proceso llamado atresia folicular (Orisaka
et al., 2009).

III. Atresia folicular

Se define como el proceso normal por el cual se eliminan del ovario todos aquellos foliculos que
habiendo iniciado el proceso de crecimiento y diferenciacién, no ovulan (Dominguez et al., 1991).
Ademas también, selecciona ovocitos sanos y viables para su liberacién (Orisaka et al., 2009).

La atresia se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular. Sin embargo, los foliculos que
se encuentran en etapa preantral, son mas susceptibles a los procesos atrésicos. Por ello, la transicion
de la etapa preantral a la antral, es la fase decisiva en el destino del foliculo ovarico:
supervivencia/crecimiento o atresia. Esta etapa de transicion, desarrollo o atresia, esta regulada por
factores intrafoliculares, factores de crecimiento, citocinas y esteroides (Orisaka et al., 2009).
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En los animales recién nacidos se observa una onda de atresia folicular, la cual se explica por
el descenso brusco de la concentracion plasmatica de las gonadotropinas (FSH y LH) (Austin y Short,
1972; Dominguez et al., 1991; Orisaka et al., 2009).

En el caso de los foliculos que liberan su ovocito, si no existe la fecundacion, el ovocito sufre
atresia folicular (Dominguez et al., 1991). También se ha observado atresia en algunos foliculos
primordiales y primarios (Freeman, 2006).

Existen algunos estudios, donde se ha evidenciado que el GDF-9 estimula el crecimiento sano
de los foliculos ovaricos. Por otro lado, si este factor de crecimiento se suprime, se observa que el
desarrollo de los foliculos se detiene, las células de la granulosa ya no proliferan o sufren apoptosis por
la actividad de la caspasa-3, y el ovocito crece anormalmente (Orisaka et al., 2009).

Se ha observado que los andrégenos también estimulan el crecimiento de los foliculos
preantrales y la proliferacion de las células de la granulosa de ratones. Por otro lado, las células tecales
producen el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) que disminuye la apoptosis de las células de la
granulosa durante la transicion de foliculo preantral a antral; ademas, el factor de crecimiento semejante
a la insulina | (IGF-I, por sus siglas en inglés) promueve la no fragmentacién del ADN (Orisaka et al.,
2009).

El inicio de la atresia parece estar determinado por alteraciones del ovocito, el cual pierde su
capacidad para mantener el control metabdlico del foliculo. La fragmentacion del ADN, disminuye la
transcripcion de genes de la enzima aromatasa y de la sintesis de receptores a gonadotropinas. Esta
alteracién es seguida por modificaciones de las células de la granulosa, las que pierden gradualmente
los receptores a FSH y LH; lo que se traduce en la disminucion de la capacidad de aromatizacion de
los androgenos, en parte por la pérdida de la actividad de la C17-20 liasa. Sin embargo, estas células
mantienen la capacidad de sintesis de progesterona y del AMPc; por lo que su concentracion aumenta
dentro y alrededor del foliculo (Austin y Short, 1972; Dominguez et al., 1991).

Los foliculos atrésicos que miden aproximadamente de 200 ym a 400 ym se distinguen por la
picnosis (que es la contraccion del nucleo, la fragmentacion del ADN y la condensacion de la cromatina
de las células de la granulosa), se distinguen también por adelgazamiento del cumulos ooforo, el nucleo
de las células de la granulosa sufre apoptosis y se desintegra la cromatina, hay desprendimiento y
aislamiento en el licor folicular de las células picnéticas de los foliculos por medio de la contraccién de
las células de la granulosa, por lo tanto, estas células de la granulosa involucionan. También degeneran
la zona pelucida y el ovocito, mientras que las células que conforman la teca interna o externa pasan a
ser parte de la glandula intersticial del ovario (Figura 8) (Freeman, 2006; Hirshfield y Midgley, 1978;
Pedersen, 1970; Ross, 2004). Entonces, la glandula intersticial se forma a partir de los foliculos
atrésicos con antro cuyas células teco-intersticiales poseen receptores a LH, prolactina, hormona
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adrenocorticotrépica (ACTH), NA, hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en
inglés), progesterona y estradiol (Dominguez et al., 1991).

Figura 8. Foliculo atrésico en rata (Tomado de Donagay et al., 2010)

Los foliculos atrésicos en cada una de las etapas del ciclo estral se presentan en un porcentaje distinto;
en Proestro se les ha observado en un 39%, en Diestro-1 en un 34.5%, en Diestro-2 en un 44.6% y en
el dia del Estro se observan muy pocos foliculos atrésicos. Esto sugiere que la mayor cantidad de
foliculos sanos se ovula en la mafiana del Estro (Hirshfield y Midgley, 1978; Pedersen, 1970).

Por otro lado, si los foliculos alcanzan el tamafio y el grado de diferenciacion adecuado y
ademas no entran en atresia, entonces estan listos para la ovulacion (Dominguez et al., 1991).

IV. Laovulacion

Es el resultado de un proceso inflamatorio localizado, en el cual se rompe el foliculo y se libera el
ovocito (tipo I1). Antes de que se produzca la salida del ovocito hay edema en la teca interna, muerte
celular y aumento de las prostaglandinas en el area (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006; Knobil y
Neill, 2006b).

La ovulacién depende del funcionamiento correcto de las glandulas endocrinas que permite el
crecimiento folicular (Austin y Short, 1972). EI proceso ovulatorio es consecuencia directa del

N
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incremento en la concentracion de LH que tiene lugar 10-12 horas antes de la misma; esto ocurre
cuando la LH se une a sus receptores localizados en la membrana de las células de la granulosa asi
como en las células de la teca interna de los foliculos ovaricos maduros para que se lleve a cabo este
proceso (Gaytan et al., 2002; Freeman, 2006; Yen et al., 2001a).

En los roedores, la secrecion preovulatoria de FSH (“pico de FSH”) que se presenta en la tarde
del Proestro y mafiana del Estro, selecciona de manera definitiva los foliculos que van a crecer hasta
alcanzar la etapa preovulatoria en el proximo ciclo. El pico de LH que se produce en la tarde del
Proestro, ademas de inducir la ovulacién, provoca cambios sustanciales en aquellos foliculos
preovulatorios, o con antro muy desarrollado. La seleccion de los foliculos inducida por la FSH se hace
a partir de los foliculos pequefios con antro presentes en el Diestro-1, mientras que los mayores iran a
la atresia. Una vez que se han seleccionado los foliculos que alcanzaran la etapa preovulatoria, estos
seran mas activos en su capacidad de secrecidén hormonal; principalmente de estrogenos (Dominguez
etal., 1991).

Cuando se produce el pico preovulatorio de LH, solo el ovocito contenido en el foliculo
preovulatorio reinicia su meiosis hasta el estadio de ovocito Il, metafase II; estadio en el cual ovula y
permanece asi, hasta que se contacte con el espermatozoide en el momento de la fecundacion y se
transforme en 6vulo. En el ovocito del foliculo preovulatorio, la pérdida de la vesicula germinal, la
pérdida del nucléolo y el engrosamiento del cromosoma indican el reinicio de la division celular. Este
proceso ocurre alrededor de las 17:00-18:00 h del Proestro o aproximadamente dos horas después de
que se ha producido el pico de LH, y la culminacion de la primera division celular meidtica ocurre
aproximadamente seis horas después del pico de LH. La segunda divisién meiética ocurre a partir de
que el ovocito ha sido fecundado (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006).

El proceso de owvulacion comienza cuando los foliculos ovaricos maduros ocasionan un
abultamiento en la superficie del ovario (Fawcett, 1995; Freeman, 2006). En estos foliculos
desaparecen los desmosomas que presentan las células de la granulosa y de la teca interna y se da la
degradacion de las fibras colagenas, provocada por la fibrinolisina sintetizada por las células de la
granulosa. Esta enzima es activada por el plasmindgeno; producto de las células de la granulosa. La
desaparicion de los desmosomas y los nexos entre las células de la granulosa seria consecuencia de la
disminucion de la concentracion de los estrogenos en el licor folicular, ya que después del pico de LH, la
capacidad de sintesis de estrogenos por las células de la granulosa disminuye rapidamente, mientras
que aumenta la de progesterona (Dominguez et al., 1991).

La sintesis y liberacion del plasmindgeno es estimulada por la FSH, la LH y la GnRH, las que

también regulan la sintesis de un antiactivador de la fibrindlisis sintetizado por las mismas células. La
estimulacion de la sintesis del plasmindgeno es mediado por las prostanglandinas, principalmente por la
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PGE ya que si se inhibe su sintesis con indometacina se bloquea la ovulacién, aunque se supone que
las prostanglandinas no son determinantes en los efectos ovulatorios de la LH. La plasmina degrada la
colagena de la pared folicular y en consecuencia disminuye su rigidez. La inhibicion de la actividad
colagenolitica por la administracion de cisteina en la bursa ovarica bloquea la ovulacion. Por otra parte,
la actividad de esta enzima es estimulada directamente por la LH, mientras que los efectos de esta
hormona sobre el plasmindgeno son incrementados por los estrégenos. La colagenasa es producida
por los fibroblastos de la teca interna y su actividad es estimulada por el acido ascorbico y la plasmina
(Dominguez et al., 1991).

Una hora antes de que ocurra la ruptura folicular se puede observar que la tunica albuginea ya
no estad completamente integra y que las células de la teca empiezan a degenerarse. La superficie del
ovario se torna rojiza ya que se rompen los capilares de la teca interna (Parr, 1974).

La mayoria de los ovocitos pierden su vesicula a las 18:30 h aproximadamente del Proestro.
Para las 22:00 h de esta etapa, por medio de la degradacion de la colagenasa del apice del foliculo, se
estimula al estroma ovarico por medio de las gonadotropinas, para que se forme una bolsa transparente
que es llamada ampolla, que a su vez, contiene liquido folicular. Al romperse esta bolsa,
aproximadamente a las 02:00 o 03:00 h en el Estro ocurre la ovulacion (Tsafriri y Kraicer, 1972), y se
expulsa el cumulus oophorus junto con el ovocito hacia el antro; este evento dura 12 minutos
aproximadamente. Una vez que es expulsado se libera el liquido folicular y se forma el primer cuerpo
polar. Después de la formacién del primer cuerpo polar se completa la primera division meidtica y este
primer cuerpo polar se libera 1 hora después de que se libera el cimulus. Sin embargo, ya que el
ovocito es expulsado, los movimientos de las fimbrias y las corrientes producidas por los cilios de las
células epiteliales tubaricas son responsables de la captacion del ovocito en el extremo abierto del
oviducto. Asi, la ovulacién se completa en 1 0 2 horas (Fawcett, 1995; Freeman, 2006; Tsafriri y Kraicer,
1972).

Después de que se ha completado el proceso ovulatorio, la cavidad folicular se llena de sangre
procedente de la rica red vascular de la teca interna, constituyéndose el foliculo hemorragico, el cual es
una breve transicion hacia la fase luteinica (Botella, 1995). Ya en la fase luteinica, el foliculo roto se
transforma rapidamente en un cuerpo luteo, que segrega cantidades crecientes de progesterona, la cual
inhibe la regulacién estimulante del ovario sobre la adenohipdfisis (Fawcett, 1995).

V. Cuerpo luteo

Se considera como una continuacién de la maduracién folicular, ya que las células liteas derivan de las
células de la teca interna y de la granulosa (Figura 9) (Freeman, 2006).
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Durante el ciclo estral de la rata, tres 0 mas generaciones de cuerpos liteos pueden estar
presentes en el ovario. Cada conjunto de cuerpos luteos permanecen de 12 a 14 dias. En el dia del
Diestro-1, el cuerpo luteo recién formado alcanza su maximo tamafio que se mantiene a lo largo del
Diestro-2 del ciclo siguiente. En el Diestro-2 de ese segundo ciclo, el cuerpo lUteo entra bruscamente en
regresion la cual coincide con el cierre de los vasos sanguineos, la aparicién de areas de degeneracion,
la infiltracion de leucocitos, el aumento en el contenido de 20-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa vy el
aumento en el contenido de colesterol. Los cuerpos luteos que se encuentran presentes en animales sin
aparearse se consideran cuerpos luteos “no funcionales” debido a que no segregan suficiente
progesterona para tolerar respuestas quimicas o0 mecanicas del endometrio al momento de implantarse
el blastocisto, por lo que dada la ausencia de células luteotropas se secretan grandes cantidades de
otra progestina, que es un metabolito de la progesterona; la 20a-hidroxiprogesterona (Freeman, 2006).

Cuerpo
luteo

Figura 9. Cuerpo liteo formado en rata (Tomada de Xiaoxin et al., 2010)

Si el animal se aparea y queda prefiado o si el cuello uterino recibe algun estimulo ya sea natural
(macho infértil) o artificial, la adenohipdfisis secreta cantidades suficientes de una "luteotropina”
(prolactina) para rescatar el cuerpo luteo y permitirle seguir presente durante varios dias mas. Asi pues,
si el apareamiento es fértil esta fase lutea persiste todo el periodo de prefiez, es decir, de 20 a 22 dias.
En caso contrario, si el macho resulta infértil o si el estimulo es artificial, el cuerpo luteo perdura
alrededor de 12 0 14 dias, a este periodo se le conoce como “pseudoprefiez” (Freeman, 2006).

Ademas de la primera funcion del ovario como lo es la ovulacion y los procesos que
desencadena como la atresia y la formacion de los cuerpos luteos; el ovario lleva a cabo su segunda
funcion que es la secrecién de hormonas esteroides; ademas de las gonadocrininas (Yen et al., 2001a).
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VI. Sintesis de Hormonas Esteroides

Son sintetizadas en células de la corteza adrenal, érganos sexuales, tejido adiposo y en el cerebro. En
el sistema reproductor, intervienen en el desarrollo folicular y la ovulacion (Hu et al., 2010). Las
hormonas esteroides se clasifican en progestinas, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos y
estroégenos (Hicks, 2007).

¥ La secrecion de progesterona y andrégenos
En los roedores la disminucion en la actividad de factores que promueven la mitosis (kinasas
dependientes de ciclinas CDK), permite que se diferencien las células luteales que secretan
principalmente P4, mediante el decremento de la proliferacion celular (Stouffer, 2006).

En el foliculo preovulatorio, la sintesis de progesterona por las células tecales y de la granulosa
es estimulada por la LH, la prolactina y la NA, cuyos efectos son mediados por el AMPc. La mayor parte
del colesterol utilizado para la sintesis de progestagenos deriva de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Dominguez et al., 1991; Yen et al., 2001a).

Se sabe que las LDL se unen a receptores especificos de membrana y que los complejos LDL-
receptor ingresan en la célula por endocitosis. Luego las vesiculas endociticas se fusionan con los
lisosomas, en los que se hidrolizan los esteres del colesterol LDL para general colesterol libre. El
colesterol libre es re-esterificado y almacenado en el citoplasma en gotas lipidicas. Cuando se necesita
colesterol, los esteres son hidrolizados, y se transporta el colesterol libre a las mitocondrias para la
sintesis de esteroides (Yen et al., 2001b).

¥ La secrecion de estrégenos
En la regulacion de la produccion de estrogenos, la LH es la hormona més importante, ya que estimula
la sintesis de androgenos, estimula sus receptores y mantiene la producciéon de estrogenos por la
actividad de la enzima aromatasa en las células de la granulosa (Dominguez et al., 1991).

VII. Teoria de Ia doble célula doble hormona

El mecanismo de la doble célula doble hormona es producto de la observacion de que las células
de la granulosa de varias especies secretan estrogenos si tienen como substrato un androgeno. El gen
CYP17 que codifica 17-hidroxilasa/C1720 es regulada activamente por la LH en las células de la teca
interna. Las células de la granulosa por otro lado, tienen una pequefia o nula capacidad de producir
andrdgenos, pero tienen un sistema activo de aromatasas. Esto es evidencia que durante el progreso de
la maduracion folicular, la habilidad de las celulas de la granulosa para aromatizar andrégenos se

incrementa (Hadley, 2000).
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4 N
La produccion de estrogenos crece en el foliculo durante la fase preovulatoria y disminuye antes

de la oleada de LH/FSH preovulatoria. Antes de la exposicion a las concentraciones preovulatorias de la
LH, las concentraciones de androgenos y estrogenos predominan, después de la liberacion de la LH y
durante la fase lutea del ciclo, la progesterona es el mayor esteroide producido (Hadley, 2000).

La union de la LH a su receptor localizado en las células luteales estimula la actividad del AMPc y
la actividad de las enzimas encargadas de la conversion del colesterol a androstenediona. La
androstenediona atraviesa la membrana basal para llegar a las células de la granulosa en donde la union
de la FSH a sus receptores aumenta la actividad enzimatica de la aromatasa encargada de la conversion
de la androstenediona en estrdgenos (Figura 10); en el caso de la rata adulta ocurre en la tarde del
Diestro-2 (Dominguez et al., 1991; Hadley, 2000; Yen et al., 2001a).

/Aneria ovarica
1l
\

Células de la

/ teca interna

Androstenediona
testosterona

Figura 10. Teoria doble célula-doble hormona (Tomada de Yen et al., 2001a)
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La secrecion de estrogenos esta regulada por los siguientes factores que van acoplados con la FSH y
LH:

hA La GnRH inhibe la sintesis de andrégenos en las células de la teca e impide los efectos
estimulantes de la FSH sobre la actividad aromatasica en las células de la granulosa (Dominguez et
al., 1991; Yen et al., 2001a).

¥ La oxitocina inhibe la actividad de la 17a-hidroxilasa y la 20-22 desmolasa (Dominguez et al., 1991;
Yen et al., 2001a).

Ye EGF bloquea los efectos de la FSH sobre la aromatasa y la sintesis de receptores a LH en las
celulas de la granulosa (Dominguez et al., 1991; Yen et al., 2001a).

A4 La vasopresina y la arginina-vasopresina (secretadas por el cuerpo luteo), también inhiben la
secrecion de estrogenos (Dominguez et al., 1991; Yen et al., 2001a).

Las concentraciones hormonales varian con base en la etapa del ciclo estral y la hora del dia en que se
registran. Esta variacion prepara al animal ante la ovulacion, la prefiez o la etapa de celo (Freeman,
2006).

VIII. Ciclo estral

El ciclo estral se define como el intervalo de tiempo existente desde el comienzo de un periodo de celo
hasta el comienzo del siguiente (Caravaca et al., 2003).

El ciclo estral en la rata hembra para su estudio se divide en 4 fases que son: Diestro-1 o
Metaestro, Diestro-2, Proestro y Estro. Estas fases se reconocen claramente examinando al
microscopio las células de un raspado de la pared de la vagina; “frotis vaginal” (Austin y Short, 1972).
De esta manera, se distinguen claramente 2 fases: una Fase Folicular o Estrogénica y una Fase
Luteinica, que constituyen dos tercios de la duracién total del ciclo estral. La Fase Folicular abarca las
fases de Proestro y Estro; y la Fase Luteinica Diestro-1'y Diestro-2 (Caravaca et al., 2003).

El ciclo estral de la rata de laboratorio dura de 4 o 5 dias. Cada etapa esta caracterizada por
diferentes concentraciones hormonales y por la proporcidn entre los tres tipos de células de la citologia
vaginal: epiteliales, cornificadas y leucocitos (Freeman, 2006; Nalbandov et al., 1969) (Cuadro 1).

Durante el Metaestro o Diestro-1, en el frotis vaginal hay leucocitos. Por la tarde y hasta la
mafana del Diestro-2, las concentraciones plasmaticas de estradiol comienzan a aumentar, mientras
que, la secrecién de progesterona presenta su primera secrecidn maxima (pico) la tarde de este dia.
Aunado a lo anterior, y por efecto de la secrecion de progesterona por parte del cuerpo luteo se inhibe
la secrecion de gonadotropinas. Con respecto a la presencia de estradiol, es notable que el aumento
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que empieza en el Metaestro continle hasta la mafiana del Proestro con el fin de alcanzar los valores
mas altos y la meseta por la tarde del Proestro (Freeman 2006) (Figura 11).

La liberacion preovulatoria de la LH estimula la ovulacion. La secrecion de progesterona por su
parte, presenta su segunda secrecion elevada durante la tarde del Proestro. Los leucocitos
desaparecen del frotis vaginal y son sustituidos por células redondeadas, algo mayores, con grandes
nucleos que casi las ocupan por completo. En la mafiana del Estro, se presenta la segunda elevacion
en la concentracion de la FSH, debido a la disminucion de la secrecion ovarica de inhibina. Este
aumento en la FSH estimula el crecimiento folicular de un nuevo grupo de foliculos. Como ya se habia
mencionado anteriormente, en la rata con ciclos de 4 dias, las concentraciones plasmaticas de estradiol
son basales. Las células que se encuentran en el frotis vaginal son ahora mucho mayores que antes y
tienen la forma de laminas aplanadas, sin nucleo y mas irregulares (Freeman, 2006) (Figura 11).

Cuadro 1. Histologia vaginal durante el ciclo estral de la rata (Tomada de Nalbandov et al., 1969)
Fase del ciclo Duracion Cambios enlos  Tipos de células en
los frotis vaginales

ovarios

funcionales
durante la primera
parte

Diestro Y2 ciclo Cuerpos luteos Leucocitos y células
total Epiteliales
Proestro 12 horas  Los foliculos Células nucleadas
comienzan su
crecimiento
Estro (comienzo) 12 horas  Cépula Células Epiteliales
nucleadas
Estro (final) Ovulacién Cornificadas
Diestro-1 18 horas  Cuerpos luteos Cornificadas y
formados leucocitos
Comienzo de Diestro-2 6 horas Cuerpos liteos Desaparecen las

células
cornificadas
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IX. Regulaciéon hormonal de las funciones del Ovario

Las funciones de los ovarios son reguladas por las sefiales hormonales que provienen del hipotalamo y
la hipdfisis. El hipotalamo secreta la GnRH que es un decapéptido cuya estructura primaria es pyroGlu-
His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 (peso molecular de 1182.4) (Gémez-Prieto y Velazquez-
Paniagua, 2002). En los roedores la GnRH se sintetiza en neuronas del area predptica del hipotalamo
anterior (POA-AHA) (Arimura, 2000; Brown, 1994; Halasz, 2000).

La GnRH es transportada a lo largo de axones y secretada de las terminales nerviosas dentro
del sistema portal hipofisiario, donde existen capilares, que forman el plexo primario del sistema portal-
hipofisiario. Esta hormona contintia su recorrido a través de la pars tuberalis hacia el plexo secundario;
compuesto por otra serie de capilares en la parte distal de la adenohipéfisis. En esa region, la GnRH
estimula en las células gonadotropas de la adenohipdfisis, la secrecion de gonadotropinas hacia el
plexo venoso secundario, y por su intermedio pasan a la circulaciéon general (Figura 12) (Callejas,
2001; Guyton, 2006; Levy et al., 2006).

La liberacién de la neurohormona desde el hipotdlamo es de forma pulsatil y existe una
sincronia notable entre los pulsos de GnRH en sangre portal y los pulsos de LH en sangre periférica,
los cuales varian de acuerdo al dia del ciclo estral (Kyeong-Hoon y Kaiser, 2006). El estradiol estimula
la expresion de receptores gonadotropicos en la membrana plasmatica de las células foliculares. Un
foliculo maduro cuando estéd dotado de la poblacion adecuada de receptores gonadotrépicos es
sensible a ambas gonadotropinas (Espey, 1999).

La naturaleza pulsatil de la secrecion de la GnRH resulta en la liberacién pulsatil de la FSH y la
LH (Gémez-Prieto y Veldzquez-Paniagua, 2002). La FSH es la responsable del proceso de
esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracion folicular, mientras que, la LH estimula la
esteroidogénesis ovarica, ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Callejas, 2001; Levy et al., 2006;
Yao y Bahr, 1999; Yen et al.,2001c).
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Figura 12. Relaciones entre el hipotalamo y la hip6fisis (Tomada y modificada de Levy et al., 2006)

Las células de la granulosa secretan proteinas que activan o inhiben la sintesis y liberacion de FSH en
la hipdfisis; activina y la inhibina, respectivamente. Sin embargo, estas proteinas no tienen efecto
alguno sobre la LH (Brown, 1994; Patifio, 2008). Las hormonas secretadas por el ovario actuan como
una sefial inhibitoria reajustando asi la liberacién de GnRH y de las gonadotropinas (Figura 13) (Yao y
Bahr, 1999).

El sistema nervioso central (SNC) modula las funciones del hipotalamo de manera diferente
dependiendo del lado (izquierdo o derecho) en donde se origine una sefial. En el caso del hipotalamo
también envia sefales a la hipofisis de forma lateralizada; estas variaciones dependen de la pulsatilidad
de la GnRH. Por su parte la hipdfisis libera a las gonadotropinas y otras sefiales endocrinas que acttan
sobre el ovario, en el que a su vez la respuesta es diferente (Dominguez et al., 2003).
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hipéfisis (Tomada de Fox, 2003)

X. Asimetria ovarica

La asimetria se define como las diferentes respuestas que presentan el 6rgano derecho y el izquierdo
ante un estimulo (Dominguez et al., 2003).

El control neuroendocrino de las funciones reproductivas es asimétrico y esta presente en todos
los niveles de organizacién. Se ha propuesto que el control endécrino de las funciones reproductivas en
el lado derecho de las estructuras neuronales juegan un papel predominante (esta tendencia es mas
evidente en el hipotalamo), al mismo tiempo que el hemisferio derecho juega un papel preponderante
en el control del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Gerendai y Halasz, 2001).

Estas asimetrias se pueden observar en diferentes especies; por ejemplo, en las aves es
conocido que solo el ovario izquierdo es funcional, sin embargo, si les es extirpado éste, el ovario
derecho ejercera su funcién (Dominguez et al., 2003).
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En la rata, aspectos emocionales y de orientacion espacial son controlados por el hemisferio
derecho. Esta asimetria funcional parece estar relacionada con diferencias neuroquimicas y endocrinas.
Es posible que las hormonas sexuales durante la etapa perinatal (en la cual se establece la
diferenciacion sexual en el cerebro de roedores) no sean igual en los lados izquierdo y derecho. En la
rata de 4 dias de vida, el contenido de receptores a estrogenos en la corteza cerebral es asimétrico: en
el macho hay més receptores del lado izquierdo, mientras que en la hembra sucede lo contrario. La
diferente concentracion de receptores y los efectos de las hormonas gonadales en esta etapa de la vida
del animal pueden generar un efecto asimétrico en el establecimiento de patrones fisioldgicos y de
conducta en la etapa adulta (Cruz et al., 2001).

En la rata, el ovario derecho ovula mas ovocitos que el ovario izquierdo, en promedio el ovario
derecho ovula 6 ovocitos y el izquierdo 4 ovocitos aproximadamente (Dominguez et al., 2003). Cuando
se extirpa el ovario izquierdo, la proporcion de animales que ovula en el dia del Estro es el doble que
cuando queda el ovario derecho in situ (Cruz et al., 2001).

Gerendai y su grupo de trabajo mostraron que en la rata hembra adulta, la concentracién de la
GnRH es el doble en el hipotalamo medio basal (HMB) del lado derecho respecto al izquierdo. El
contenido asimétrico de GnRH en el HMB pareceria ser el resultado de una diferencia en la sintesis de
esta proteina, ya que la expresion del gen cambia en el ciclo estral (Cruz et al., 2001).

Hay pruebas de que la respuesta de las células secretoras de hormonas esta modulada por
sefiales hormonales y neurales y que esta informacion que llega a los ovarios y las glandulas
adrenales presenta asimetria. Al respecto, los mecanismos neuronales que regulan la secrecion de
testosterona en los ovarios o la sintesis de testosterona por 6rganos no gonadales es asimétrica (Flores
et al., 2008).

Al inyectar el ovario de ratas adultas con lidocaina y epinefrina se afecta el proceso ovulatorio y
estos efectos dependen del ovario: en animales con ovario derecho in situ y tratado con lidocaina y
epinefrina se observa que la ovulacion no ocurre, mientras que en animales con ovario izquierdo in situ
con el mismo tratamiento resulta en ovulacion. Al inyectar gonadotropina coridnica humana la ovulacion
no se restablecio (Dominguez et al., 1998).

Existen evidencias que muestran que el riego sanguineo que reciben los ovarios es diferente
entre uno y otro; las venas sanguineas del ovario derecho drenan directamente dentro de la vena cava
inferior, mientras que las venas del ovario izquierdo usualmente lo hacen dentro de la vena renal
izquierda. Asimismo, el ovario derecho se desarrolla antes que el ovario izquierdo (Gerendai y Halasz,
1997).
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Un estudio en el que se utiliz la técnica de marcadores retrogrados inyectados directamente en
los ovarios demostraron una posible asimetria en las conexiones neuronales entre los ovarios y el
ganglio mesentérico, ademas sugieren que el numero de conexiones activas varian a lo largo del ciclo
estral. En estudios previos se demostrd una diferencia en la tasa de ovulacién en ratas con seccion
unilateral del Nervio Ovarico Superior en el dia del Diestro-2. Estas diferencias se han interpretado
como asimetrias entre los sistemas de regulacién de los ovarios o bien como diferencias en la
produccion de estrogenos por parte de los ovarios (Moran et al., 2005).

Por lo tanto, si existen diferencias en las respuestas de los érganos ante un estimulo, también
los érganos reproductivos de la rata responden en forma distinta cuando se estimulan por medio de los
nervios que inervan de manera sensorial o aferente el tracto reproductivo (Lawrence et al., 1978).

XI. Inervacion del tracto reproductivo

De la conexion que existe entre el cerebro y las gonadas se derivan fibras de la inervacion sensorial que
llegan al sistema reproductor de la rata hembra transportando acetilcolina, norepinefrina, epinefrina,
serotonina, VIP, galanina, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina, neuropéptido Y,
para llevar a cabo mdltiples reflejos neuroendocrinos y diversos comportamientos sexuales (Nance,
1988, Gerendai et al., 2005).

La informacion sensorial que inerva a la parte anterior del tracto reproductivo proviene de los
niveles T13 a L1 del ganglio de la raiz dorsal y se da por medio del nervio hipogastrico que inerva 3/5
partes del utero, mientras que los niveles L6 a S1 inervan a la parte posterior; estas fibras sensoriales
llegan al tracto reproductivo por el nervio pélvico que inerva a la vagina, el cuello uterino y parte del
perineo. Asi mismo, estas fibras también llegan a la parte posterior por el nervio pudendo que inerva a
la vagina, la vejiga urinaria, la uretra, el recto, el clitoris, el perineo, la parte interna del muslo y la base
de la cola. Estas fibras también llegan a la bursa del ovario y el peritoneo que lo rodea (Figura 14)
(Lawrence et al., 1987; Nance, 1988).
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Figura 14. Inervacion sensorial de los genitales de la rata (Tomada de Lawrence et al., 1987)

Se tienen evidencias de que las funciones de los ovarios son reguladas por sefiales hormonales, pero
también por la inervacidn intrinseca y extrinseca de las gonadas; ya que tiene un papel modulador
sobre la accion de las gonadotropinas (D Albora et al., 2002).

XII. Inervacion del Ovario

La inervacion intrinseca tiene su origen en las neuronas que se encuentran en el ovario y estan
organizadas en ganglios hiliares y medulares que originan a su vez de fibras nerviosas intraovéricas
formando plexos ganglionares y cuya proyeccion va hacia los vasos sanguineos e inerva al estroma
ovarico, el tejido intersticial y la teca folicular (Figura 15) (D"Albora et al., 2002).

La importancia de esta inervacion se encuentra en que en la vasodilatacion local en el ovario
puede mediar el aumento del flujo sanguineo que se produce durante el desarrollo folicular
preovulatorio y en la formacion del cuerpo luteo, asi mismo, las fibras intrinsecas juegan un papel
importante en la regulacién de la homeostasis del ovario (Figura 15) (D "Albora et al., 2002).
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Figura 15. Caracterizacién morfoldgica de la inervacion intrinseca en el ovario de rata wistar: 1a) neuronas hiliares en el ovario de
rata de 5 dias (Hematoxilina y Eosina), 1b) ganglio hiliar en el ovario de rata de 30 dias de edad,1c) ganglio medular en el ovario
de rata de 44 dias de edad, 1d) neuronas en cadena en el ovario de rata de 44 dias de edad (Tomada de D’Albora et al., 2002)

Por su parte, la inervacion extrinseca del ovario de rata ha sido implicada en el control del desarrollo
ovarico tanto en las funciones ovéricas como en la maduracion folicular (D"albora et al., 2002). Esta
inervacion esta compuesta por fibras sensoriales, simpaticas y colinérgicas (Dominguez et al., 2003;
Gerendai y Halasz, 1997), que derivan de neuronas del sistema nervioso periférico que a su vez, se
conectan al SNC (D"Albora et al., 2002). Se ha postulado que las fibras extrinsecas facilitan la sintesis
de hormonas esteroides en el ovario; ademas, se sabe también que una funcién adicional de la
inervacion extrinseca es la capacidad de adquirir receptores a gonadotropinas en el inicio de la
maduracion folicular (D"Albora et al., 2002; Mayerhofer et al., 1997).

Una evidencia existente acerca de la inervacion extrinseca que presentan los ovarios y de su
conexién con el SNC, fue dada por Gerendai y su grupo de trabajo en el 2009. Estos autores inyectaron
el virus de la pseudorabia en los ovarios como trazador retrdgrado y mostraron la presencia de
neuronas en la médula ventrolateral, en el nucleo magnocelular, en el &rea postrema, en el nucleo del
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tracto solitario y dorsal del vago, en los grupos celulares noradrenérgicos A1y A5, en el nucleo caudal
del rafe, en el nucleo paraventricular hipotalamico y en el hipotalamo lateral.

A su vez, la conexidn entre los ovarios y el SNC esta dada a través del ganglio celiaco y de las
fibras nerviosas provenientes de nervios que hacen sinapsis en este ganglio (Ahmed et al., 1986; Baljet
y Drukkler, 1980). Asi mismo, las fibras simpaticas que forman parte de la inervacion extrinseca se
derivan de los plexos adrtico, renal y ovarico (Burden, 1978).

XIII. Inervacion simpatica del ovario

Las catecolaminas que actuan sobre el ovario tienen cuatro origenes: las circulantes, producidas en la
médula adrenal (adrenalina); las liberadas en las terminaciones nerviosas adrenérgicas NA; las
sintetizadas por las células de la granulosa NA y las secretadas por las células cromoargentafines
(Dominguez et al., 1991).

Mediante el uso de técnicas histoquimicas de fluorescencia y estudios de microscopia
electronica se demostrd que la inervacion simpatica se deriva de dos fuentes principales: el nervio del
Plexo ovarico (PO) que viaja a lo largo de la arteria ovarica y por el Nervio Ovarico Superior (NOS) que
estd asociado con el ligamento suspensor (Figura 16) (Baljet y Drukkler, 1979; Bortoli et al., 1998;
Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai et al., 1998; Klein y Burden, 1988; Lawrence y Burden, 1980). Respecto
a las fibras de la inervacion se ha evidenciado que se derivan del area toracica, en los segmentos T-10
y T-11 (Figura 17) (Burden, 1978; Ahmed et al., 1986; Dissen y Ojeda, 1999).
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Figura 16. Inervacion ovarica (Tomada de Lawrence y Burden, 1980)

La inervacion simpatica llega a los ovarios a través del NOS, cuyos somas estan localizados en el
ganglio celiaco y el ganglio de la cadena simpética paravertebral. Ellos reciben proyecciones de
neuronas localizadas en las células columnares intermediolaterales de la médula espinal de los
segmentos T-11 a L-4, los cuales en turno estan conectados a neuronas que contienen Oxitocina
localizadas en el nucleo paraventricular del hipotalamo (Figura 17) (Dissen y Ojeda, 1999).

Se tienen evidencias de que el control neural simpatico del ovario estd mediado en mayor
porcentaje por el NOS, mientras que el PO, esta asociado con el sistema vascular del ovario (Risvanli et
al., 2004). La asociacion al sistema vascular se puede explicar mediante los ganglios existentes en el
origen de la arteria ovarica y renal de donde emerge también la inervacién simpatica (Bortoli et al.,
1998; Dissen y Ojeda; 1999; Klein y Burden, 1988).
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Figura 17. Inervacion simpatica del ovario (Tomada de Dissen y Ojeda, 1999)

La inervacion simpatica que llega al ovario via NOS aporta a la génada NA y VIP. Por otro lado, el PO
contiene neuronas con NA y neuropéptido Y (Figura 18) (Ayala et al., 2005; Dees et al., 1986; Dissen y
Ojeda, 1999; Klein y Burden, 1988; Kagitani et al., 2008).

XIV. Nervio Ovarico Superior

Las fibras del NOS penetran al ovario por el hilio y se asocian con los vasos sanguineos, el estroma
ovarico, foliculos primordiales y en desarrollo; especificamente foliculos antrales terminando en las
células de la teca; sin tener contacto con las células de la granulosa o del cuerpo liteo, aunque estas
células no tienen contacto directo responden a estimulos simpéticos (Ahmed et al., 1986; Ayala et al.,
2005; Burden, 1978; Casais et al., 2006; Kagitani et al., 2008; Klein y Burden, 1988; Klein et al., 1989;
Lawrence y Burden, 1980; Parra et al., 2007; Risvanli et al., 2004; Ricu et al., 2008; Sosa et al., 2004).
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Figura 18. Neurotransmisores que llegan al ovario via Nervio ovarico superior (NOS) y Plexo Ovérico (PO)
(Tomada y modificada de Kagitani et al., 2008)

Se ha demostrado que los nervios o fibras noradrenérgicos llegan al ovario momentos antes del
nacimiento, por lo que, el inicio de la foliculogénesis es dependiente de la inervacion que llega a los
ovarios (Ricu et al., 2008; Moran et al., 2009) y no de la capacidad de respuesta a las gonadotropinas.
Esto se puede explicar por medio del estudio realizado por Moran et al. (2009) en donde se demostro la
capacidad de respuesta del ovario, especificamente de los receptores B-adrenérgicos para producir
AMPc y sintetizar receptores a FSH.

La maduracién de las fibras noradrenérgicas durante la pubertad de la rata modifica la
sensibilidad a las catecolaminas sobre la esteroidogénesis ovarica (Aguado y Ojeda, 1984).

Para conocer el papel de la inervacion simpatica via NOS sobre la regulacion de las funciones
de la gbnada se han realizado métodos tales como la denervacién quimica o bien seccion de los nervios
(Figura 19).
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Figura 19. Trayectoria del nervio ovarico superior (NOS) desde el ganglio celiaco hasta el ovario, mostrando también el
nivel de la seccién del NOS (Modificada de Klein et al., 1989)

XV. Rol del Nervio Ovarico Superior sobre la regulacion de las funciones ovaricas

La seccion unilateral o bilateral del NOS a las 11:00 h en el dia del Proestro resulta en cambios en la
capacidad ovulatoria del ovario denervado y de su capacidad de secrecién hormonal. La seccién
bilateral del NOS a las 11:00 h resulta en una menor secrecion de progesterona, mientras que el mismo
tratamiento en el Proestro realizado a las 16:00 h resulta en disminucion transitoria en la concentracion
de la hormona, seguida de un aumento significativo de la misma. Al realizar la seccién del NOS durante
el Estro no se alterd la concentracion de la hormona, ni el flujo sanguineo (Aguado y Ojeda, 1984).

Erskine et al. (1988), mostraron que la seccién bilateral del NOS a las 11:00 h en el Proestro
interviene en la regulacién de la reproduccion y que tiene cierta influencia sobre la regulacion de las
concentraciones de progesterona (ya que disminuy6 con la seccion del NOS bilateral). Con base en ello,
sugieren que el NOS influye en el proceso de desarrollo folicular que interviene directamente en la

Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa

35

‘q)l »



Macao tedtice

ovulacién, disminuye la lordosis en los animales, ademas de que es importante para la regulacion del
ciclo estral de la rata.

La estimulacion eléctrica del NOS realizada en los dias del Diestro-1 y Diestro-2 a las 10:00 h
causa la liberacion de progesterona desde el ovario. Inversamente, cuando se realiza la seccién del
NOS en el dia del Proestro a las 16:00 h disminuyen repentinamente las concentraciones de
progesterona y estradiol en la vena ovarica (Aguado, 2002).

Risvanli et al., 2004, realizaron la eliminacién de la inervaciéon simpatica en la edad adulta y
observaron que tiende a reducir el desarrollo folicular, a bloquear los efectos de las gonadotropinas en
la esteroidogénesis y a reducir el numero de crias en caso de prefiez. Para este estudio, se utilizaron
34 ratas hembras albinas de 3 meses de edad que fueron divididas al azar en 3 grupos: denervacion
bilateral del NOS (n=14), operacién simulada (n=10) vy controles (n=10). Después de la cirugia y
durante un mes se les realizo frotis vaginal para cuando presentaron el Estro se colocaron ratas macho
durante 12 horas. Se concluyé que el NOS es una de las vias de comunicacidn neural esencial para los
ovarios.

Mendoza en el 2007, en el dia del Diestro-2 a las 13:00 h, realizd la seccion del NOS izquierdo
y observé que la concentracion de 17 B-estradiol aumentd, mientras que la seccidén derecha aumento la
de progesterona. Cuando se realizd la seccion de ambos nervios ninguna de las hormonas tuvo
cambios significativos cuando los resultados fueron evaluados 1 hora después de realizados.

Velasco en el 2007, realizd la seccién del NOS derecho y la secciéon de ambos nervios en el
Proestro a las 13:00 h y evalud los efectos 24 horas después. Observd que el nimero de ovocitos
liberados disminuy6 en el ovario derecho, por lo que concluyé que el NOS esta involucrado en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan el proceso ovulatorio.

Serrano en el 2009, realiz6 la seccion de uno 0 ambos nervios a las 13:00 h en ambas etapas
del diestro y observd que no hubo cambios sobre la concentracién de progesterona cuando los
tratamientos fueron evaluados 24 horas después de la cirugia.

Guzman, en el 2009, realiz6 la seccion unilateral del NOS en Diestro-1 a las 13:00 h y observo
que no se modificé la concentracion de 17 B-estradiol, sin embargo, en el dia del Diestro-2 la seccion
del NOS izquierdo disminuyd la concentracion de este esteroide. Estos tratamientos fueron evaluados
24 horas post-cirugia.

Santiago en el 2011, realiz6 la seccion uni o bilateral del NOS a las 07:00 h y evalué las
concentraciones de progesterona y 17 B-estradiol; una hora después de los tratamientos. Observé que
el NOS no participa en la regulacion de la secrecion de progesterona a esta hora; sin embargo, la
concentracion sérica de 17 B-estradiol aumentd con la seccidn uni o bilateral en el dia del Estro, por lo
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que menciond que el NOS modula de forma inhibitoria la acciéon de gonadotropinas sobre la secrecion
de este esteroide.

Javier, en 2012, realiz6 seccidn unilateral del NOS a las 15:00 y 19:00 h en cada etapa del ciclo
estral y evalud la tasa de animales ovulantes y el numero de ovocitos liberados por los animales
ovulantes. Los resultados observados apoya la hipétesis de que la actividad de las neuronas no sélo
varia con base en la etapa del ciclo estral, sino que dicha actividad tiene periodos de quiescencia y de
actividad que depende de la hora en estudio, del Nervio analizado y de la funcion analizada: tasa de
animales ovulantes o el nimero de ovocitos liberados.

El analisis de la participacion del NOS sobre las funciones de los ovarios, también ha sido
analizada en animales con ovariectomia unilateral. Al realizar la seccion derecha del NOS en el dia del
Diestro-2 o Proestro se observa disminucion de la capacidad ovulatoria del ovario denervado. Cuando
se realizd la seccion del NOS derecho seguida de la ovariectomia izquierda en estos dias del ciclo, la
tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados resultaron en disminucion por el ovario in
situ; ademas de que los efectos dependen del dia del ciclo estral en el que se realiza la denervacion
(Chavez y Dominguez, 1994).

Montiel, en 2005, analiz6 los efectos de la seccion unilateral del NOS a las 13:00 h en el
Diestro-1 en animales con ovariectomia sobre la concentracién sérica de hormonas esteroides
registradas una hora después de las cirugias. Observd que el NOS izquierdo modula de forma
inhibitoria la concentracion de progesterona y estradiol, mientras que el NOS derecho modula en forma
estimulante la concentracion sérica de progesterona.

Gallegos et.al., (2005), analizaron los efectos de la seccion del NOS previo a la ovariectomia
contralateral en el dia del Proestro a las 13:00 h sobre la concentracién sérica de 17 B-estradiol. La
seccion izquierda del NOS seguida de la ovariectomia derecha no modifico la concentracién de la
hormona. Por el contrario, la concentracidn del esteroide aumentd al realizar la seccion derecha
acompafada por la ovariectomia izquierda.

Mendoza en el 2007, observd que a las 13:00 h en Diestro-1 la seccion del NOS derecho
seguida de la ovariectomia izquierda disminuye la concentracion de progesterona, pero, aumenta la de
17 B-estradiol. Al realizar la seccion del NOS izquierdo seguido de la ovariectomia derecha no se
presentaron alteraciones en la secrecidn de los esteroides.

Velasco en el 2007, observd que en el dia del Proestro a las 13:00 h, la seccién del NOS
derecho en animales con ovariectomia izquierda y la seccién del NOS izquierdo en animales con
ovariectomia derecha no modificé significativamente las concentraciones de progesterona y 17 B-
estradiol cuando los resultados fueron evaluados 24 horas después de realizar los tratamientos.
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Serrano en el 2009, al realizar la ovariectomia izquierda en animales con seccion del NOS
derecho y la ovariectomia derecha seguida de la seccién del NOS izquierdo, observé disminucién de la
concentracion sérica de progesterona evaluada 24 horas después.

Guzman en el 2009, evalu6 los efectos de la seccion del NOS seguida de la ovariectomia
unilateral o viceversa realizados a las 13:00 h en Diestro-1 y Diestro-2 evaluados 24 horas después, y
observd que la seccion del NOS izquierdo seguida de la ovariectomia derecha increment6 la
concentracion de 17 B-estradiol en la etapa de Diestro-2 y la disminuyé en Diestro-1. En animales con
seccion del NOS derecho la ovariectomia unilateral disminuyé la concentracion de 17 B-estradiol en la
etapa de Diestro-1. La ovariectomia izquierda seguida de la seccién del NOS izquierdo aumenté la
concentracion de 17 B-estradiol en Diestro-2. Finalmente, la ovariectomia derecha y la seccion del NOS
disminuyeron la concentracion de 17 B-estradiol en Diestro-1.

Santiago, en el 2012, realizé la seccion unilateral del NOS seguida o no de la ovariectomia
unilateral a las 07:00 h de cada dia del ciclo estral y evalto la concentracion de las hormonas esteroides
ovaricas 1 hora después del tratamiento. Con base en los resultados, la autora concluye que la
informacién neural que llega a los ovarios via el NOS participa sobre los mecanismos que regulan la
concentracion de progesterona y 17 B-estradiol lo que depende de la etapa del ciclo estral, del nervio y
del ovario en estudio.

Con base en estos y otros resultados, se ha propuesto que la inervacion del ovario a través del
NOS modula la respuesta de los diferentes compartimientos endocrinos del ovario a las gonadotropinas
de una manera asimétrica, lo que depende de la etapa del ciclo estral en estudio (Dominguez et al.,
1998, 2003).

XVI. Roldel VIPy la NA

Se sabe que el VIP esta presente en el estroma del ovario, la vena ovarica, la arteria ovarica y las
celulas teco intersticiales de los foliculos, por lo que se ha sugerido que interviene en la regulacion de
las funciones ovaricas (Davoren y Hsueh., 1985; Dees et al., 1986).

Se encuentra presente en los foliculos primordiales y preantrales y juega un papel importante
en la formacion del antro, en la proliferacion de las células de la granulosa y en la produccion de
estradiol, por lo que los autores han concluido que este péptido regula localmente el crecimiento del
foliculo preantral (Cecconi et al., 2004).

Induce la actividad de la aromatasa que esta implicada en la formacion de estrégenos a partir
de andrégenos en los ovarios de ratas fetales, antes de la formacién del primer foliculo y antes de que
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se tenga la capacidad de respuesta a FSH, por lo que se ha sugerido que este péptido juega un papel
critico en la diferenciacion del ovario (George y Ojeda, 1987).

Interviene en la maduracion de las células de la granulosa para que estas células puedan
responder a la NA y posteriormente puedan adquirir receptores a FSH y LH. Asi mismo, este
neurotransmisor esta implicado en la regulacion de la estereidogénesis activando la sintesis del
colesterol para la produccion de estradiol en el dia del Proestro. De igual forma, esta implicado en la
regulacion de la actividad androgénica en donde, en el dia del Diestro-2, Proestro o Estro incrementa la
actividad enzimatica de P450scc para la secrecién de andrégenos (Dissen y Ojeda, 1999; Mayerhofer et
al., 1997; Parra et al., 2007).

Se ha detectado VIP-mRNA en los ovarios de ratas, por lo que se sugiere la sintesis local de
VIP en los ovarios (Gozes y Tsafriri, 1986).

Por otro lado, las células de la granulosa y de la teca tienen receptores 3-adrenérgicos a la NA.
Estos receptores en las células teco intersticiales estimulan la liberacién de progesterona y andrégenos
(Aguado y Ojeda, 1984, 1986; Dissen y Ojeda, 1999; Sosa et al., 2000).

Ademas, el receptor adrenérgico de las células de la granulosa esta funcionalmente acoplado
en efectos estimulantes de la FSH sobre la produccién de progesterona (Adashiy Hsueh, 1981).

Sosa y su grupo de colaboradores, en el 2000, observaron que en el ganglio celiaco existen
receptores a y B-adrenérgicos. Respecto a los receptores B-adrenérgicos, a los que responde la NA,
observaron que en el dia del Proestro, Estro y Diestro-1 aumentan las concentraciones de este
neurotransmisor y se libera progesterona. Ademas, también la NA juega un papel de retroalimentacion
negativa de los esteroides ovaricos sobre la secrecion de LH in vivo (Helena et al., 2004).

En el momento de la ovulacion, la NA es muy importante ya que al llegar a los receptores a-
adrenérgicos en las células de la teca externa y el estroma ovérico estimula las contracciones del
musculo liso de la pared de los foliculos para que sea liberado el ovocito junto con liquido folicular
donde también esta presente la NA (1toth, 2005).

Entonces, se puede concluir que la NA y el VIP intervienen en la produccién de hormonas
esteroides dentro del ovario, en la adquisicién de la capacidad de respuesta a gonadotropinas y en la
regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario durante el ciclo estral (Adashi y Hsueh, 1981; Ahmed et
al., 1986; Davoren y Hsueh, 1985; Mayerhofer et al., 1997). Ambos estimulan la secrecién de
progesterona y andrégenos y solo el VIP estimula la de estradiol. Ambos estimulan la sintesis de
receptores a FSH, lo cual depende del dia del ciclo estral (Dissen y Ojeda, 1999).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La secrecion de las hormonas ovaricas es regulada por la GnRH proveniente del hipotalamo y por
sefiales endocrinas provenientes de la hipdfisis (ACTH, FSH, LH, Prolactina). Ademas, se tienen
evidencias de que los ovarios reciben inervacion a través del Nervio Ovarico Superior, el cual lleva
NA 'y VIP, y que es una via de comunicacion entre los ovarios y el SNC y que modula la accion de
las gonadotropinas sobre la ovulacion.

La participacion del Nervio Ovarico Superior en las funciones del ovario ha sido analizada
por medio de la seccion unilateral del nervio a las 13:00 h en el dia del proestro (Velasco, 2007) y a
las 15:00 y 19:00 h en cada etapa del ciclo estral de la rata adulta sobre la ciclicidad y la ovulacion
(Javier, 2012). Los resultados observados apoya la hipétesis de que la actividad de las neuronas no
s6lo varia con base en la etapa del ciclo estral, sino que dicha actividad tiene periodos de
quiescencia y de actividad que depende de la hora en estudio, del Nervio analizado y de la funcién
analizada: tasa de animales ovulantes o el nimero de ovocitos liberados.

También se ha mostrado que la extirpacion de un ovario modifica los mecanismos
neuroendocrinos que regulan las funciones del ovario remanente y esta modificacion depende del
ovario remanente, de la inervacion vagal y del dia y hora en que se realiza el tratamiento (Santiago
etal., 2011).

Con base en ello, el objetivo de este estudio fue analizar si el Nervio Ovarico Superior, forma
parte de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacién espontanea a las 7:00 h de cada
etapa del ciclo estral, en ratas con o sin ovariectomia unilateral.
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Dado que la inervacion que llega a los ovarios modulan la accién de las gonadotropinas sobre las
funciones de estos y que la extirpacion de un ovario modifica los mecanismos neuroendocrinos que
regulan las funciones del ovario remanente, entonces, la seccién unilateral del NOS seguida o no de
la ovariectomia unilateral resultara en alteraciones del proceso ovulatorio que dependeréa de la etapa
del ciclo estral en que se seccione el nervio, del nervio y la gonada in situ y del tiempo que
transcurra entre el tratamiento y su evaluacion.
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Objetivas
OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion del Nervio Ovarico Superior a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral de
la rata adulta con o sin ovariectomia unilateral sobre la tasa de animales ovulantes y el nimero de
ovocitos liberados.

Objetivos especificos

Y Analizar si la laparotomia ventral en cada etapa del ciclo estral altera los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacion.

Y Analizar Ia participacion del Nervio Ovarico Superior a las 7:00 h en cada una de las etapas
del ciclo estral en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion.

<%

Evaluar si la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por cada ovario
presenta una respuesta asimétrica y depende de la etapa del ciclo estral.

¥ Analizar si el Nervio Ovarico Superior es parte de los mecanismos neuroendocrinos que
regulan la ovulacion en cada ovario.

Leydi Estefani Gonzdlez Espinasa

42



Matersiales y Métodas
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra adultas, virgenes de tres meses de edad, de la cepa ClIZ-V, mantenidas
en condiciones controladas de luz-obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), con libre
acceso al agua y al alimento (Purina rat chow). Se les realizé frotis vaginal diariamente, con el fin de
monitorear su ciclo estral y solo se utilizaron aquellas que presentaron, al menos dos ciclos
consecutivos de cuatro dias: Diestro-1, Diestro-2, Proestro y Estro.

Las intervenciones quirlrgicas se realizaron bajo anestesia con éter, a las 07:00 h en cada
etapa del ciclo. Los animales se destinaron a los siguientes grupos experimentales (n=7):

¥ Testigo absoluto: Ratas ciclicas intactas fueron sacrificadas en el dia del estro vaginal a las 7:00

h para conocer la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por cada ovario.

<<¢$

Laparotomia ventral: Para estudiar el efecto de la anestesia seguida de la laparotomia sobre la
respuesta ovulatoria, las ratas fueron anestesiadas con éter y enseguida se les realizé una
incision ventral en el centro de la cavidad peritoneal (aproximadamente 1 cm. por debajo de la
ultima costilla) atravesando la piel, el musculo y el peritoneo, sin tocar los érganos internos. Una
vez terminada la laparotomia se procedio a suturar la herida por planos (Figura 20).

¥

Figura 20. Se muestra una rata a la que se le realizé la laparotomia ventral

<<¢$

Seccion del Nervio Ovarico Superior (NOS): Con el fin de analizar los efectos que tiene la
seccion del NOS unilateral a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral sobre la tasa de animales
ovulantes y el numero de ovocitos liberados, una vez realizada la laparotomia ventral, se levanto
con unas pinzas el ligamento suspensorio que incluye al NOS y se secciond el Nervio Ovérico
Superior izquierdo (NOS-I) o derecho (NOS-D) aproximadamente a 1 cm craneal a la gonada. Al
finalizar se satur6 la herida (Figura 21).
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Figura 21. En el esquema A se muestra la seccion del NOS izquierdo (NOS-I) y queda el NOS derecho in situ, en el esquema B
se muestra la seccion del NOS derecho (NOS-D) y queda el NOS izquierdo in situ, en el esquema C se muestra la seccioén de
ambos NOS (NOS-B). (Ol: ovario izquierdo), (OD: ovario derecho) (Tomada y modificada de Klein et al., 1989)

Y Ovariectomia unilateral (Ovx-I u Ovx-D). Para analizar la tasa de animales ovulantes y el niumero

de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el derecho, a ratas en las mismas condiciones
experimentales que el grupo con laparotomia ventral, se les extirp6 el ovario izquierdo (Ovx-l,
ovario derecho in situ) o el ovario derecho (Ovx-D, ovario izquierdo in situ) (Figura 22).

NOS dereche B

MNOS derecho

Figura 22. En el esquema A se muestra la ovariectomia izquierda (Ovx-l) quedando el ovario derecho in situ. En el
esquema B se observa la ovariectomia derecha (Ovx-D) quedando el ovario izquierdo in situ. (Ol: ovario izquierdo), (OD:
ovario derecho) (Tomada y modificada de Klein et al., 1989)

<<¢$

Seccién_unilateral del Nervio Ovarico Superior y Ovariectomia contralateral: Con el fin de
analizar la respuesta ovulatoria en animales denervacién noradrenérgica y vipérgica que es
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Matersiales y Métodas

L}

llevada al ovario por el NOS, después de realizar la perforacion del peritoneo se procedié a
seccionar el NOS izquierdo y extirpar el ovario derecho (NOS-1+Ovx-D; ovario izquierdo
denervado) o a seccionar el NOS derecho y extirpar el ovario izquierdo (NOS-D+Ovx-I; ovario
derecho denervado) (Figura 23).

NOS derecho
B

NOS derecho

1ro. NOS-D

2do. Ovx-D
NOS-1+0vx-D NOS-D+0vx-Il

Figura 23. En el esquema A se muestra la seccién del NOS izquierdo seguida de la ovariectomia derecha (NOS-H+Ovx-D)
donde queda el ovario izquierdo in situ o denervado. En el esquema B se muestra la seccién del NOS derecho seguida de la
ovariectomia izquierda (NOS-D+0Ovx-l) y queda el ovario derecho in situ o denervado. (OI: ovario izquierdo), (OD: ovario
derecho) (Tomada y modificada de Klein et al., 1989)

Y Ovariectomia unilateral y Seccion del Nervio Ovarico Superior (NOS) contralateral: Con el fin de
analizar la respuesta ovulatoria en animales con ovariectomia unilateral y denervacion
noradrenérgica y vipérgica que es llevada al ovario por el NOS, después de realizar la
perforacion del peritoneo se procedio a extirpar el ovario derecho y enseguida se seccion6 el
NOS-I (Ovx-D+NOS-I; ovario izquierdo denervado) o a extirpar el ovario izquierdo y seccionar el
NOS derecho y (Ovx-1+NOS-D; ovario derecho denervado) (Figura 24).
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2do. NOS-D iro Ovx-D

Ovx-1+NOS-D Ovx-D+NOS-I

Figura 24. En el esquema A se muestra la ovariectomia izquierda seguida de la seccién del NOS derecho (Ovx-i+NOS-D)
quedando el ovario derecho in situ, en el esquema B se muestra la ovariectomia derecha seguida de la secciéon del NOS
izquierdo (Ovx-D+NOS-I) quedando el ovario izquierdo in situ. Ol: ovario izquierdo, OD: ovario derecho (Tomada y modificada
de Klein et al., 1989)

f Procedimiento de Autopsia

Después de haber realizado las cirugias, la toma de frotis vaginales se reinicié un dia después de la
cirugia. Cuando los animales presentaron el estro vaginal fueron pesados y sacrificados por
decapitacion a las 07:00 h.

En los oviductos (izquierdo y derecho) se verifico la presencia de ovocitos y se les contd con
la ayuda de un microscopio estereoscdpico. Los resultados del nimero de ovocitos se expresaron
como los correspondientes a cada ovario o como totales (los liberados por el ovario izquierdo (Ol)
més los del derecho (OD). Con base en ello, se cuantific la tasa de animales ovulantes, definida
como el numero de animales que ovularon/nimero total de animales tratados.

Se disecaron los ovarios, el utero y las adrenales y se pesaron en balanza de precision (1
mg). La masa de los drganos se expres6 en miligramos por 100 gramos de masa corporal de los
animales (mg/100 g M.C.) y los resultados se expresaron como la media mas menos error estandar
de la media (Media + e.e.m.).
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Analisis estadistico

El nimero de ovocitos liberados fue analizado por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
‘U” de Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes fue analizada por la prueba de probabilidad
exacta de Fisher. Los resultados de la masa corporal y de los érganos se analizaron por la prueba
de analisis de varianza multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. Cuando fue necesario
comparar los resultados de dos grupos se utilizo la prueba “t” de Student. En todos los casos, se

consideraron significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad fue menor o igual al
0.05.

=
N

Pdgina 47

Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa

ml



Resultadas

RESULTADOS

Grupo de Animales Intactos

El 100% de los animales intactos presentd ovulacion en el dia del estro vaginal y liber6 6.6+0.5
ovocitos por parte del ovario izquierdo, 7.8+1.2 por el ovario derecho, lo que hizo un total de
14.411.2 ovocitos liberados por ambos ovarios.

Animales sometidos a la laparotomia ventral

La respuesta ovulatoria de los animales que fueron sometidos a la laparotomia ventral en las
diferentes etapas del ciclo estral no alter6 la tasa de animales ovulantes respecto a lo observado en
los animales intactos. En contraste, en la etapa de Diestro-2 resulté en aumento en el nimero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo respecto a lo registrado en animales intactos (Grafica 1a);
mientras que, en el Estro se observd disminucion en el nimero de ovocitos liberados por parte del
ovario izquierdo (Grafica 1a) lo que se reflejé en la disminucién del nimero de ovocitos liberados por
ambos ovarios (Gréfica 1c).

En relacion a los 6rganos, se observé que la laparotomia ventral en el Diestro-1 resulté en
disminucion de la masa corporal y aumento de la masa de los 6rganos cuantificados (Cuadro 1),
mientras que en el Diestro-2 se observd disminucidn en la masa ovarica respecto a lo registrado en
animales intactos (Cuadro 1), reflejo de la disminucion de la masa del ovario izquierdo (Cuadro 1).
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la suma de ambos ovarios

Diestro-1 Diestro-2 Proestro Estro

Grafica 1: Tasa de animales ovulantes (dentro de cada columna) y media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por parte
del ovario izquierdo (a), ovario derecho (b) y por la suma de ambos ovarios (c), en animales intactos o con laparotomia a las
07:00 h en las diferentes etapas del ciclo estral. a) *p<0.05 vs. Intacto (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-
Whitney). ¢) *p<0.05 vs. Intacto (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney).
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Resultadas

Cuadro 1: Media + e.e.m. de la masa corporal y de las gonadas de animales intactos o sometidos a
laparotomia ventral a las 07:00 h en las diferentes etapas del ciclo estral y sacrificados a las 07:00 h en el dia
del estro vaginal.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Ovario Masa ovarica
del ciclo Corporal lzquierdo Derecho (mg/100 g
estral (9) (mg/100 g (mg/100 g M.C.)
M.C.) M.C.)
Diestro-1 Intacto 5 233.0£11.8 124104 10.9£0.8 23.440.9
Laparotomia 7 129.0+7.0* 26.2+2.3" 25.6+1.5" 51.843.1*
Diestro-2 Intacto 5 233.0£11.8 124104 10.9£0.8 23.440.9
Laparotomia 7 2301+ 3.9 8.6+0.6* 9.910.6 18.5+1.1*
Proestro Intacto 5 233.0£11.8 124104 10.9£0.8 23.440.9
Laparotomia 7 232775 11.4+0.6 12.6+0.8 24,011
Estro Intacto 5 233.0£11.8 124104 10.9+0.8 23.440.9
Laparotomia 7 212.0x12.4 15.3+1.4 14.3+1.4 29.7x2.7

*p<0.05 vs intacto (Prueba de “t” de Student). M.C. = Masa corporal.

Cuadro 2: Media + e.e.m. de la masa de los 6rganos de animales intactos o sometidos a la laparotomia
ventral a las 07:00 horas de cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.

Et Tratamient Ad | ,
deél‘?:?clo ratamiento f iz J;:::a Adrenal Masa adrenal Utero
estral (mq 1100 Derecha (mg/100 ¢ (mg/100 g
978 mgoogmc)  mcC) M.C)
M.C.)
Diestro-1 Intacto 5 10.7+1.1 10.6+1.5 21.3+2.6 163.0+15.0
Laparotomia 7 25.3+1.4* 24.2+1.0* 49.6+2.2* 271.6+12.1*
Diestro-2 Intacto 5 10.7+1.1 10.6+1.5 21.3+2.6 163.0+15.0
Laparotomia 7 11.7+0.7 11.5+0.8 23.2+14 159.0+ 8.8
Proestro Intacto 5 10.7+1.1 10.6+1.5 21.3+2.6 163.0£15.0
Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8 164.4+15.2
Estro Intacto 5 10.7+1.1 10.6+1.5 21.3+2.6 163.0+15.0
Laparotomia 7 13.4+0.7 13.0+1.0 26.4+1.6 165.0+11.1

*p<0.05 vs. Intacto (prueba de “t” de Student). M.C. = Masa corporal.
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Resultadas

Respuesta ovulatoria y masa de los 6rganos de los animales con seccion unilateral del Nervio
Ovarico Superior

En los animales con seccion del NOS izquierdo en el Diestro-1, Proestro y Estro se observo
ovulacién solo en el 42.9% de ellos; cuando se considera el ovario izquierdo, mientras que la seccién
del NOS derecho en el Diestro-1 se tradujo en 28.6% de animales ovulantes y en el Proestro 42.9%;
cuando se considera el ovario derecho, respecto a su grupo control respectivo (Gréfica 2).

La seccion del NOS izquierdo en Diestro-1 resulta en menor numero de ovocitos liberados
por el ovario derecho, lo que refleja el menor numero de ovocitos cuando se considera la suma de
los liberados por el ovario izquierdo y derecho respecto a su grupo control respectivo (Grafica 3). La
seccion del NOS derecho causa la liberacion de solo 1 y 4 ovocitos por cada uno de los dos
animales que liberaron su ovocito por el ovario derecho, lo que se refleja en el menor numero de
ovocitos liberados cuando se consideran a ambos ovarios (Gréfica 3).

Los animales con seccion del NOS izquierdo en el Diestro-1 presentaron menor masa de de
los 6rganos cuantificados en relacion a la registrada en los animales con laparotomia (Cuadros 3 y
4). En aquellos con seccion del NOS derecho aumento la masa de los ovarios en relacion a la de los
animales con seccién del NOS izquierdo (Cuadro 3), pero presentaron menor masa de las adrenales
y del Utero respecto a la observada en animales control. Las masas de las adrenales y del Utero son
mayores cuando se comparan con lo observado en animales con seccion del NOS izquierdo (Cuadro
4).

En el Diestro-2, la seccion unilateral del NOS resulté en menor nimero de ovocitos liberados
por el ovario izquierdo, lo que contrasta con el aumento en el nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho (Grafica 3). En estos animales se presenté mayor masa de los ovarios (Cuadros 3 y
4).

En el Proestro, ambas secciones del NOS se tradujeron en menor numero de ovocitos
liberados por los ovarios respecto a la de sus grupos control respectivos (Grafica 3). En los animales
que tenian seccion del NOS izquierdo se observo aumento de la masa del ovario izquierdo, que se
reflejo en la masa de la suma de ambos ovarios, y disminucion de la masa del utero. En aquellos con
seccion del NOS derecho se registrd menor masa corporal, y aumento de la masa del ovario
derecho y la adrenal derecha, con aumento consecutivo de la masa adrenal (Cuadros 3y 4).

Solo los animales con seccion del NOS-I en el Estro liberaron mayor nimero de ovocitos por
el ovario izquierdo respecto a la de su grupo control (Gréfica 3). Los tratamientos resultaron en
disminucion de la masa corporal y aumento de la masa de los ovarios (Cuadro 3). La seccion del
NOS izquierdo se tradujo en aumento de la masa de la adrenal izquierda, lo que se refleja en la
masa de ambas adrenales (Cuadro 4).
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Gréfica 2: Porcentaje de animales ovulantes en animales con laparotomia o seccién del Nervio Ovérico Superior a las
07:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal. *p<0.05 vs.
Laparotomia (prueba de probabilidad exacta de Fisher). Ol=ovario izquierdo, OD=ovario derecho, Ol+OD=suma de
ambos ovarios, NOS-I=Nervio Ovarico Superior Izquierdo, NOS-D=Nervio Ovarico Superior Derecho.
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Grafica 3: Media £ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales con laparotomia o seccién del Nervio Ovérico Superior a las 07:00 h
en cada etapa del ciclo estral.*p<0.05 vs. Laparotomia (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). Ol=ovario izquierdo,
OD=ovario derecho, Ol+OD=suma de ambos ovarios, NOS-I=Nervio Ovérico Superior Izquierdo, NOS-D=Nervio Ovarico Superior Derecho.
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Resultadas

Cuadro 3: Media + e.e.m. de la masa corporal (g) y de los 6rganos (mg/100 g M.C.) de los animales con
laparotomia o seccién unilateral del Nervio Ovarico Superior a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral que
fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Ovario Masa ovarica

del ciclo Corporal lzquierdo Derecho

estral

Diestro-1 Laparotomia 7 129.0£7.0 26.2+2.3 25.6+1.5 51.8+3.1
NOS-| 7 202.4+9.7* 15.0+1.2* 14.1+0.9% 29.241.7*
NOS-D 7 132.618.0A 23.1£2.4A 23.7+1.4A 47.613.1A

Diestro-2 Laparotomia 7 230.1£3.9 8.6£0.6 9.9£0.6 18.5+1.1
NOS-| 7 209.3+4.8* 15.0+0.8* 15.3+1.3* 30.3+£2.1*
NOS-D 216.4+1.7 14.2+0.9* 13.9£0.9 28.1£1.3*

Proestro Laparotomia 7 232.7£ 7.5 11.40.6 12.6+0.8 24.0+1.1
NOS-| 7 214.7£10.0 17.71.7* 15.1£1.3 32.8+2.8*
NOS-D 7 198.7+ 8.6 14.7£1.2 17.71.7* 32327

Estro Laparotomia 7 212.0+12.4 15.3+14 14,314 29.742.7
NOS-| 7 160.6£13.9* 22.542.2* 20.2£1.9 42.7£3.9%
NOS-D 7 152.4£13.7* 22.0+1.6* 21.9+£2.3* 44.0+£3.9%

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs NOS-I (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. = Masa

corporal, NOS-I = Nervio Ovarico Superior izquierdo, NOS-D = Nervio Ovarico Superior derecho.
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Resultadas

Cuadro 4: Media £ e.e.m. de la masa de los érganos (mg/100 g M.C.) de animales con laparotomia ventral o
seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior a las 07:00 horas en cada etapa del ciclo estral que fueron

sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapé Tratamiento n Adrenal Adrenal Utero
del ciclo , Masa adrenal
lzquierda Derecha

estral

Diestro-1 Laparotomia 7 25314 242410 49.6+2.2 271.6+12.1
NOS-I 7 12.5+1.0% 12.8+0.9* 25.3+1.8* 122.1+11.0¥
NOS-D 20.6+1.3*A 18.4+1.2°A 39.0+2.3*A 196.4+11.3*A

Diestro-2 Laparotomia 7 11707 11.5+0.8 23.2+14 159.0+ 8.8
NOS-I 7 11.9+0.8 10.6+0.7 22.5+1.2 139.5£10.7
NOS-D 7 11.9+0.8 13.6+£0.94 25.5+11 122.7£13.1

Proestro Laparotomia 7 114£0.6 10.4+0.4 21.840.8 164.4+15.2
NOS-I 7 124408 10.6+1.1 23.0£1.9 126.6+ 8.2*
NOS-D 7 14914 16.0+1.4*A 30.9£2.6*A 165.7+13.7A

Estro Laparotomia 7 134407 13.0¢1.0 26.4+1.6 165.0+11.1
NOS-I 7 164+1.6 16.1+1.3 325426 141.4+14.3
NOS-D 7 181113 16.7+1.4 34.8+2.5* 192.4+12.8A

*p<0.05 vs. Laparotomia; A p>0.05 vs. grupo con NOS-I. M.C. = Masa corporal. NOS-I= Seccion del Nervio Ovarico
Superior Izquierdo, NOS-D= Seccién del Nervio Ovarico Superior Derecho.
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Respuesta ovulatoria y masa de los 6rganos de los animales con ovariectomia unilateral

La ovariectomia izquierda en el Diestro-1 resulté en bloqueo de la ovulacion en el 85.7% de los
animales (Grafica 4) y disminucion en la masa corporal y de los érganos evaluados respecto a lo
observado en los animales sometidos a la laparotomia ventral (Cuadros 5 y 6). A diferencia de ello,
en los animales con ovariectomia derecha se observd menor masa corporal, del utero y las
adrenales (Cuadros 5y 6).

En la etapa del Diestro-2, se observd aumento en el numero de ovocitos liberados cuando se
realizé la ovariectomia izquierda; sin alteraciones en el porcentaje de animales ovulantes (Grafica 4)
0 la masa corporal y de los 6rganos evaluados respecto a la de los animales con laparotomia
(Cuadros 3-4). La ovariectomia derecha solo resulto en aumento de la masa del ovario in situ
(Cuadros 3-4).

La respuesta ovulatoria o la masa corporal de los 6rganos evaluados no se observo alterada
al realizar la ovariectomia unilateral en el dia del Proestro en comparacion con la de los animales
sometidos a la laparotomia (Grafica 4 y Cuadros 5y 6).

Cuando se extirp6 el ovario izquierdo o derecho en el dia del Estro, se observé aumento en
el nimero de ovocitos liberados sin alteraciones en la tasa de animales ovulantes, respecto a lo
registrado en animales con laparotomia (Gréafica 4). Este resultado se acompafié de menor masa del
utero en animales con el ovario izquierdo in situ y menor masa de las adrenales en aquellos con el
ovario derecho in situ en relacion a los datos de sus animales control (Cuadros 5y 6).
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Grafica 4: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales con laparotomia
u ovariectomia unilateral a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral. *p<0.005 vs Laparotomia (prueba de probabilidad
exacta de Fisher); *p<0.05 vs laparotomia (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). OD= ovario
derecho, Ol=ovario izquierdo, Ovx-I = ovariectomia izquierda, Ovx-D = ovariectomia derecha. Laparotomia (ovario

derecho)!va-l (ovario derecho in situ ) ,_Iaarotomia (ovario izquierdo) (HD (ovario izquierdo in situ). !
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Resultadas

Cuadro 5: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de los animales con laparotomia o con
ovariectomia unilateral a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en
el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Ovario Utero
del ciclo Corporal Izquierdo Derecho (mg/100 g
estral (9) (mg/100 g (mg/100 g M.C.)
M.C) M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 129.0£7.0* 26.2+2.3 25.6+1.5 271.6+12.1
Ovx-l (OD insitu) 7  219.4+7.5* 12.5+1.3 120.0+£7.2*
Ovx-D (Olinsitu)y 7 217.6+6.9% 31.0£2.3 151.946.2*
Diestro-2 Laparotomia 7 2301x3.9 8.6+0.6 9.9+0.6 159.0+ 8.8
Ovx-l (ODinsitu) 7 250.1+8.7 18.5+4.8 156.9+ 6.2
Ovx-D Olinsitu) 7 223.616.7A 16.5+1.8* 198.6+31.7
Proestro Laparotomia 7 232775 11.40.6 12.6+0.8 164.4£15.2
Ovx-l (OD insitu)y 7 231.3£2.5 15.1£1.4 1441+ 7.6
Ovx-D (Olinsitu) 7 217.0£5.1 16.6+2.7 143.5+ 9.0
Estro Laparotomia 7 2120124 15.3+1.4 14.3+1.4 165.0+£11.1
Ovx-l (OD insitu)y 7  230.3£4.6 13.8+0.6 134.148.8
Ovx-D Olinsitu) 7 225.0+3.4 16.0£0.9 132.4+6.5*

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con Ovx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =

Masa corporal, Ovx-I= ovariectomia izquierda, Ovx-D = ovariectomia derecha.
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Resultadas

Cuadro 6: Media + e.e.m. de la masa de las adrenales de los animales con laparotomia 0 con ovariectomia
unilateral a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro
vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Adrenal Adrenal Derecha Masa adrenal
del ciclo Izquierda (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
estral (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 25.3+1.4 24.2+1.0 49.6+2.2
Ovx-I (OD in situ) 7 12.60.3" 10.6+0.5 23.240.5"
Ovx-D (Ol in situ) 7 11.940.6* 11.840.6* 23.7£1.1*
Diestro-2 Laparotomia 7 11.7£0.7 11.5+0.8 23.2+1.4
Ovx-I (OD in situ) 7 12.2+0.6 11.0£0.7 23.241.2
Ovx-D (Ol in situ) 7 10.8+0.6 10.5+0.4 21.31£0.9
Proestro Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8
Ovx-I (OD in situ) 7 114204 11.320.8 22.74£0.8
Ovx-D (Ol in situ) 7 11.7£1.1 11.420.7 231117
Laparotomia 7 13.410.7 13.0£1.0 26.4+1.6
Estro Ovx-I (OD in situ) 7 11.1£0.4* 10.410.6 21.6+0.8*
Ovx-D (Ol in situ) 7 11.8£0.6 11.310.3 23.240.9

*p<0.05 vs laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. = Masa corporal, Ovx-l =
ovariectomia izquierda, Ovx-D = ovariectomia derecha.
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Resultadas

Respuesta ovulatoria y masa de los érganos de los animales con ovario izquierdo in situ
denervado

En los animales con seccion del NOS izquierdo y ovariectomia derecha (NOS-1+Ovx-D, ovario
izquierdo in situ denervado) en el Diestro-1 no se alterd la ovulacién (Gréfica 5), pero en aquellos
sometidos a la operacion inversa (Ovx-D+NOS-I) presentaron bloqueo del 100% de la ovulacién
respecto a sus grupos control (Grafica 6).

En la etapa del Diestro-2 no se observaron cambios, independientemente del orden en que
se realizaron las cirugias respecto a los grupos control. La NOS-I+Ovx-D en el dia del Proestro
resulté en la misma respuesta que el grupo con NOS-I (Gréfica 5), pero la operacion inversa (Ovx-
D+NOS-I) resultd en la misma respuesta que se observé en Diestro-1; bloqueo de la ovulacion
(Grafica 6). Todas las ratas con NOS-1+Ovx-D en el dia del Estro ovularon, pero cuando fueron
sometidas a la operacion inversa (Ovx-D+NOS-I), solo 2/7 animales ovularon (Grafica 6).

Los animales con NOS-I+Ovx-D o con Ovx-D+NOS-I en Diestro-1 presentaron los mismos
cambios en la masa de los 6rganos respecto a la registrada en los animales con solo la NOS-l o la
Ovx-D, respectivamente, aun cuando aumenté la masa corporal en animales con NOS-I+Ovx-D
(Cuadros 7-10).

En la etapa del Diestro-2, la NOS-I+Ovx-D resultdé en aumento de la masa corporal, respecto
a sus grupos control (Cuadros 7). La masa del ovario izquierdo in situ denervado fue semejante a la
del ovario izquierdo in situ inervado, pero la masa del Utero presenté disminucion respecto a la de
sus grupos control (Cuadro 7); sin cambios en la masa adrenal (Cuadro 8). En contraste, la Ovx-
D+NOS-I se tradujo en menor masa corporal respecto a la de sus grupos control (Cuadro 9), pero
aumentd la masa del ovario izquierdo in situ y de las adrenales respecto a sus grupos control
(Cuadros 9y 10).

En el Proestro, la masa del ovario izquierdo in situ denervado (NOS-I+Ovx-D) fue menor que
la del ovario izquierdo inervado (NOS-I) (Cuadro 7), mientras que la masa del utero y de las
adrenales fue similar a la de los animales con el ovario izquierdo in situ inervado (Cuadros 7y 8). A
diferencia de ello, en los animales sometidos a la operacién inversa, Ovx-D+NOS-I, no presentaron
alteraciones en la masa de sus érganos respecto a la de sus grupos control (Cuadros 9y 10).

En el Estro, la NOS-I+Ovx-D resulté en aumento de la masa corporal y disminucién de la
masa del ovario in situ y de las adrenales respecto a la registrada en animales con NOS-| (Cuadros
7y 8). Por el contrario, en aquellos sometidos a la operacion inversa, Ovx-D+NOS-I, no se
observaron  alteraciones de los pardmetros evaluados (Cuadros 9 'y 10).
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Grafica 5: Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales con
laparotomia, seccidn del Nervio Ovarico Superior izquierdo con o sin ovariectomia derecha a las 07:00 h en cada etapa
del ciclo estral. #p<0.005 vs Laparotomia; #p<0.05 vs NOS-I (prueba de probabilidad exacta de Fisher); *p<0.05 vs
laparotomia (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). NOS-I= seccién del NOS izquierdo, NOS-
[+Ovx-D = seccion del NOS izquierdo y ovariectomia derecha.
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Grafica 6: Porcentaje de animales ovulantes y media = e.e.m. del numero de ovocitos liberados en animales con
laparotomia, ovariectomia derecha, o0 con ovariectomia derecha seguida de la seccién del Nervio Ovarico Superior
izquierdo a las 07:00 h en cada etapa del ciclo estral. A p<0.05 vs Laparotomia; #p<0.005 vs Ovx-D (prueba de
probabilidad exacta de Fisher); *p<0.05 vs laparotomia (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney).Ovx-
D= ovariectomia derecha, Ovx-D+NOS-| = ovariectomia derecha y seccion del NOS izquierdo.
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Resultadas

Cuadro 7: Media + e.e.m. de la masa corporal (g) y de los 6rganos (mg/100 g M.C.) de los animales con
laparotomia o seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo seguida o0 no de la ovariectomia derecha a las
07:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal
después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Utero
del ciclo Corporal lzquierdo (mg/100 g M.C.)
estral (9) (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 129.0£7.0 26.242.3 271.6+£12.1
NOS-| 7 203.7£9.3* 15.0+1.2* 122.1£11.0*
NOS-I+Ovx-D 233.3t4.3°A 14.0+0.5% 106.3+7.7*
Diestro-2 Laparotomia 7 2301+£39 8.6+0.6 159.0+ 8.8
NOS-| 7 209.3+4.8 15.0+0.8* 139.5£10.7
NOS-I+Ovx-D 7 2521+7.9'A 13.1£0.8* 101.2£3.9*A
Proestro Laparotomia 2327+ 7.5 11.410.6 164.4+£15.2
NOS-| 214.7£10.0 17.71.7* 126.6+8.2"
NOS-I+Ovx-D 222.14£4.0 10.7£1.4A 96.5+1.5*
Estro Laparotomia 7 212.0%12.4 15.311.4 165.0£11.1
NOS-| 7 160.6£13.9% 22.542.2* 141.4+14.3
NOS-I+Ovx-D 7 229.3£5.1A 14.5+1.0A 143.5£5.5

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con NOS-I (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =
Masa corporal, NOS-I = Nervio Ovarico Superior izquierdo, NOS-I+Ovx-D = seccioén del Nervio Ovarico
Superior izquierdo y ovariectomia derecha.
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Resultadas

Cuadro 8: Media £ e.e.m. de la masa de las adrenales de los animales con laparotomia o seccién del Nervio
Ovarico Superior izquierdo seguida o no de la ovariectomia derecha a las 07:00 h en cada etapa del ciclo
estral y que fueron sacrificadas a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Adrenal Adrenal Derecha Masa adrenal
del ciclo lzquierda (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
estral (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 25.3+1.4 24.2+1.0 49.6+2.2
NOS-I 7 11.940.6* 11.840.6* 23.7£1.1*
NOS-I+Ovx-D 7 12.8+1.0¥ 11.540.6* 24.3+1.5*
Diestro-2 Laparotomia 7 11.7£0.7 11.5+0.8 23.2+1.4
NOS-I 7 11.9£0.8 10.6+0.7 225412
NOS-I+Ovx-D 7 9.9£0.7 9.2£0.6 19.1+1.1
Proestro Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8
NOS-I 7 12.4+0.8 10.6+1.1 23.0£1.9
NOS-|+Ovx-D 7 12.0£1.1 11.5¢1.5 23.542.3
Laparotomia 7 13.4+0.7 13.0£1.0 26.4+1.6
Estro NOS-I 7 16.4+1.6 16.1£1.3 32.5£2.6
NOS-I+Ovx-D 7 10.8+0.6A 11.4+0.8A 22.2+1.2A

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs NOS-I (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. = Masa
corporal, NOS-I = Nervio Ovarico Superior izquierdo, NOS-I+Ovx-D = seccién del Nervio Ovarico Superior
izquierdo y ovariectomia derecha.
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Resultadas

Cuadro 9: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de los animales con laparotomia o con
ovariectomia derecha seguida o no de la seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo a las 07:00 h en cada
etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Utero
del ciclo Corporal lzquierdo (mg/100 g M.C.)
estral (9) (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 129.0+£7.0 26.242.3 271.6+£12.1
Ovx-D 7 217.616.9* 14.3+1.0¥ 151.946.2"
Ovx-D+NOS-| 7 224147 15.410.6 124.5+£16.3"
Diestro-2 Laparotomia 7 2301+ 3.9 8.6+0.6 159.0+ 8.8
Ovx-D 7 223.646.7 16.5+1.8" 159.04£8.8
Ovx-D+NOS-| 7 135.9£16.8*A 32.0£2.8*A 198.6+31.7
Proestro Laparotomia 7 232775 11.4+0.6 164.4+15.2
Ovx-D 7 217.0£5.1 16.6+2.7 143.54£9.0
Ovx-D+NOS-| 7 218.0£3.6 15.6+1.6 160.5£17.7
Estro Laparotomia 7 212.0£12.4 15.3+1.4 165.0£11.1
Ovx-D 7 225.0+£3.4 16.0£0.9 132.446.5
Ovx-D+NOS-| 7 226.9+7.4 12.6+0.4 118.41£9.5%

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =
Masa corporal, Ovx-D = Ovariectomia derecha, Ovx-D+NOS-| = ovariectomia derecha y seccién del Nervio
Ovarico Superior izquierdo.
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Resultadas

Cuadro 10;: Media + e.e.m. de la masa de las adrenales de los animales con laparotomia o con ovariectomia
derecha seguida o no de la seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo a las 07:00 h en cada etapa del
ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Adrenal Adrenal Derecha Masa adrenal
del ciclo lzquierda (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
estral (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 25.3+1.4 24.2+1.0 49.6+2.2
Ovx-D 7 11.940.6* 11.840.6* 23.7£1.1*
Ovx-D+NOS-| 7 12.8+1.0¥ 11.5+0.6* 24.3+1.5"
Diestro-2 Laparotomia 7 11.7£0.7 11.5+0.8 23.2+1.4
Ovx-D 7 10.8+0.6 10.5+0.4 21.3£0.9
Ovx-D+NOS-| 7 18.0+1.6*A 16.8+0.8*A 34.8£2.0A
Proestro Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8
Ovx-D 7 11.7¢11 11.40.7 231117
Ovx-D+NOS-| 7 12.310.8 12.0£0.9 24.3+1.7
Laparotomia 7 13.4£0.7 13.0£1.0 26.4+1.6
Estro Ovx-D 7 11.8+0.6 11.310.3 23.240.9
Ovx-D+NOS-| 7 11.620.7 10.7£0.9 22,3114

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =
Masa corporal, Ovx-D = Ovariectomia derecha, Ovx-D+NOS-| = ovariectomia derecha y seccién del Nervio
Ovarico Superior izquierdo.
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Resultadas

Respuesta ovulatoria y peso de los 6rganos de los animales con ovario derecho in situ
denervado

Como se observa en las Graficas 7 y 8, en el dia del Diestro-1, la funcion ovulatoria se bloqueé al
100% ya que al someter a los animales a la secciéon del NOS derecho seguida o no de la
ovariectomia izquierda (Ovx-1) o la Ovx-I seguida o no de la NOS-D se observé disminucion drastica
en los dos parametros evaluados en relacion a los animales con laparotomia. En el Diestro-2, la
NOS-D+Ovx-l resulté en aumento del numero de ovocitos liberados respecto al grupo con
laparotomia (Grafica 7).

En el Proestro, la denervacion del ovario izquierdo resultd en la misma respuesta ovulatoria
que en el ovario izquierdo inervado (Grafica 7), mientras que la Ovx-[+NOS-D se tradujo en
disminucion del porcentaje de animales que ovulan y en el numero de ovocitos liberados por ellos
respecto al grupo con laparotomia (Gréfica 8). En el Estro, la NOS-D+Ovx-| resulté en aumento del
numero de ovocitos liberados respecto a sus grupos control (Gréafica 7), mientras que en los
sometidos a la operacién inversa, Ovx-I+NOS-D, se presentd el mismo resultado que los animales
con el ovario derecho inervado (Gréfica 8).

La masa corporal de los animales con NOS-D+Ovx-l o con Ovx-[+NOS-D en el Diestro-1
presentd aumento respecto a la de los grupos control (Cuadros 11-14). En los animales con NOS-
D+Ovx-l se presenté menor masa de los drganos cuantificados en relacion a la observada en sus
grupos control (Cuadros 11y 12), mientras que en el grupo con Ovx-I+NOS-D se presenté aumento
de la masa del ovario denervado en relacién a la del ovario inervado (Cuadro 13).

En el Diestro-2, la NOS-D+Ovx-| resulté en aumento de la masa corporal y de la masa del
ovario derecho respecto a sus grupos control (Cuadro 11), pero disminucion en la masa adrenal
derecha (Cuadro 12). La operacion inversa se tradujo en aumento de la masa corporal respecto a la
del grupo con Ovx-I y aumento de la masa del ovario respecto a la registrada por el ovario derecho
inervado (Cuadro 13).

En el Proestro, la eliminacién del aporte neural seguido del hormonal se tradujo en aumento
de la masa corporal, pero disminuciéon de la masa de los o6rganos evaluados, respecto a la
observada en los aniamles con NOS-D (Cuadros 11y 12). La operacion inversa dio como resultado
menor masa del Utero respecto a sus controles (Cuadros 13y 14).

En el Estro, en los animales con NOS-D+Ovx-| se presentd aumento de la masa corporal,
pero disminucion de la masa de los 6rganos evaluados respecto a la observada en el grupo con
NOS-D (Cuadros 11 y 12). A diferencia de ello, la operacion inversa resultd en menor masa de la
adrenal izquierda y de la masa adrenal total respecto al grupo con laparotomia (Cuadros 13 y 14).
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Grafica 7: Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales con
laparotomia o seccidn del Nervio Ovarico Superior derecho con o sin ovariectomia izquierda a las 7:00 h en cada etapa
del ciclo estral. #p<0.005 vs Laparotomia (prueba de probabilidad exacta de Fisher); *p<0.05 vs laparotomia, #p<0.05 vs
NOS-D (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). NOS-D = seccién del NOS derecho, NOS-D+Ovx-|
= seccion del NOS izquierdo y ovariectomia izquierda.
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Grafica 8: Porcentaje de animales ovulantes y media £ e.e.m. del numero de ovocitos liberados en animales con
laparotomia, con ovariectomia izquierda seguida o no de la seccién del Nervio Ovarico Superior derecho a las 07:00 h
en cada etapa del ciclo estral. #p<0.005 vs Laparotomia (prueba de probabilidad exacta de Fisher); *p<0.05 vs
laparotomia (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). Ovx-l = ovariectomia izquierda, Ovx-I+NOS-D =
ovariectomia izquierda y seccién del NOS derecho.
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Resultadas

Cuadro 11: Media * e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de los animales con laparotomia o seccion
del Nervio Ovarico Superior derecho seguida o no de la ovariectomia izquierda a las 07:00 h en cada etapa
del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Utero
del ciclo Corporal derecho (mg/100 g M.C.)
estral (9) (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 129.0£7.0 25.6+1.5 271.6+12.1
NOS-D 7 132.618.0 23.7£1.4 196.4+11.3*
NOS-D+QOvx-I 7 239.7£3.8*A 13.9+0.9°A 127.916.1*A
Diestro-2 Laparotomia 7 2301+ 3.9 9.9+0.6 159.0+ 8.8
NOS-D 7 216.4+1.7 13.9£0.9* 122.7£13.1*
NOS-D+QOvx-I 7 254.0£10.1*A 19.0+0.8*A 132.0£5.1
Proestro Laparotomia 7 232775 12.6£0.8 164.4+15.2
NOS-D 7 198.748.6 17.7£1.7* 165.7£13.7*
NOS-D+QOvx-I 7 227.4+3.9A 12.6+0.7A 94.6+1.5A
Estro Laparotomia 7 212.0+12.4 14.3£1.4 165.0+£11.1
NOS-D 7 152.4+13.7* 21.9+2.3* 192.4+12.8
NOS-D+QOvx-I 7 236.4+7.8A 16.8+1.0 139.548.0A

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con NOS-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =
Masa corporal, NOS-D = seccion del Nervio Ovarico Superior derecho, NOS-D+Ovx-I = seccién del Nervio

Ovarico Superior derecho y ovariectomia izquierda.
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Resultadas

Cuadro 12: Media £ e.e.m. de la masa de las adrenales de los animales con laparotomia o seccion del Nervio
Ovarico Superior derecho seguida o no de la ovariectomia izquierda a las 07:00 h en cada etapa del ciclo
estral y que fueron sacrificados a las 07:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Adrenal Adrenal Derecha Masa adrenal
del ciclo Izquierda (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
estral (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 25.3+1.4 24.2+1.0 49.6+2.2
NOS-D 7 20.6+1.3" 18.4+1.2" 39.0+£2.3*
NOS-D+Ovx-I 7 10.7£0.8*A 10.4+1.0*A 211£1.7°A
Diestro-2 Laparotomia 7 11.7£0.7 11.5+0.8 23.2+1.4
NOS-D 7 11.9£0.8 13.6+0.9 25.5+1.1
NOS-D+Ovx-| 7 11.0£0.6 10.410.6A 214412
Proestro Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8
NOS-D 7 14.941.4 16.0+1.4* 30.9+2.6
NOS-D+Ovx-l 7 11.240.8A 10.740.7A 21.9+1.4A
Laparotomia 7 13.4+0.7 13.0£1.0 26.4+1.6
Estro NOS-D 7 18.1£1.3" 16.7+1.4* 34.842.5*
NOS-D+Ovx-I 7 10.2£0.5A 8.3£0.5"A 18.6£0.8"A

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs NOS-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. = Masa
corporal, NOS-I = seccién del Nervio Ovarico Superior derecho, NOS-D+Ovx-I = seccion del Nervio Ovarico
Superior derecho y ovariectomia izquierda.
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Cuadro 13: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de los animales con laparotomia o con
ovariectomia izquierda seguida o no de la seccién del Nervio Ovarico Superior derecho a las 7:00 h en cada
etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados a las 7:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Masa Ovario Utero
del ciclo Corporal Derecho (mg/100 g M.C.)
estral (9) (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 129.0£7.0 25.6+1.5 271.6112.1
Ovx-| 7 219.4+7.5* 12.5+1.3 120.0+7.2*
Ovx-I+NOS-D 231.4+2.9 20.4+0.8*A 119.8+£10.5*
Diestro-2 Laparotomia 7 2301+ 3.9 9.9+0.6 159.0+ 8.8
Ovx-l 7 250.1+8.7 18.5+4.8 156.9+ 6.2
Ovx-I+NOS-D 7 225.3+3.4A 21114 160.3+2.6
Proestro Laparotomia 232775 12.6+0.8 164.4+15.2
Ovx-l 231.3+25 15.1£1.4 1441+ 7.6
Ovx-I+NOS-D 226.1£3.6 12.6+1.0*A 104.246.2*A
Estro Laparotomia 7 212.0+12.4 14.3+1.4 165.0+11.1
Ovx-| 7 230.3£4.6 13.840.6 134.148.8
Ovx-I+NOS-D 7 231.446.3 16.7+0.4 129.2+12.1

*p<0.05 vs laparotomia; A p<0.05 vs grupo con Ovx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. =
Masa corporal, Ovx-I= ovariectomia izquierda, Ovx-I+NOS-D = ovariectomia derecha seguida de la seccion

del NOS derecho.

Leydi Estefani Gonzdlez Espinesa

Pdgina 72



Resultadas

Cuadro 14; Media + e.e.m. de la masa de las adrenales de los animales con laparotomia o con ovariectomia
izquierda seguida o no de la seccion del Nervio Ovarico Superior derecho a las 7:00 h en cada etapa del ciclo
estral y que fueron sacrificados a las 7:00 h en el dia del estro vaginal después de la cirugia.

Etapa Tratamiento n Adrenal Adrenal Derecha Masa adrenal
del ciclo Izquierda (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
estral (mg/100 g M.C.)
Diestro-1 Laparotomia 7 25.3+1.4 24.2+1.0 49.6+2.2
Ovx-l 7 12.6+0.3* 10.6+0.5* 23.2+0.5*
Ovx-I+NOS-D 7 11.0£0.4* 10.50.7* 21.5+0.7*
Diestro-2 Laparotomia 7 11.7£0.7 11.5+0.8 23.2+1.4
Ovx-| 7 12.2+0.6 11.0£0.7 23.241.2
Ovx-I1*NOS-D 7 11.1£0.6 10.4+0.8 214413
Proestro Laparotomia 7 11.4+0.6 10.4+0.4 21.8+0.8
Ovx-l 7 11.4+0.4 11.3+0.8 22.7+0.8
Ovx-I+NOS-D 7 12.320.5 10.6+0.5 22.940.9
Laparotomia 7 13.4+0.7 13.0£1.0 26.4+1.6
Estro Ovx-| 7 11.1£0.4* 10.4+0.6 21.6+0.8*
Ovx-I+NOS-D 7 10.4+0.8" 10.8+0.7 21.241.2*

*p<0.05 vs laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C. = Masa corporal, Ovx-I=
ovariectomia izquierda, Ovx-I+NOS-D = ovariectomia derecha seguida de la seccién del NOS derecho.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En este estudio se presentan resultados que evidencian la conexion que existe entre los ovarios y el
SNC, a través de la inervacion simpatica dada por el Nervio ovarico Superior (NOS), y que la
informacidn neural que llega a las génadas por medio de este nervio modula en forma estimulante o
inhibitoria los mecanismos neuroendocrinos que regulan el proceso ovulatorio, lo que depende del
dia del ciclo estral en que se realice el estudio, del nervio y la gbnada que se esté analizando y del
tiempo que transcurre entre la cirugia y el momento de la evaluacion de los resultados.

En el presente estudio, los animales que fueron sometidos a la perforacién ventral del
peritoneo en cada etapa del ciclo estral indican que este tratamiento representa un factor estresante
para el ovario izquierdo en las etapas del Diestro-2 y Estro, que interviene en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacién, y que los efectos de este tratamiento regulan en forma
diferente la liberacion de ovocitos dependiendo del dia del ciclo estral.

Una posible explicacién sobre el aumento en el numero de ovocitos en el Diestro-2 y la
disminucion en el Estro, es que la perforacion ventral del peritoneo actia como factor estresante que
activa el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. Se ha observado que el estrés estimula la liberacion de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) que al ser liberada en la eminencia media hacia la pars
distalis de la adenohipdfisis estimula en sus células corticotropas la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) hacia el torrente sanguineo. Cuando la secrecion de la ACTH
incrementa y llega a sus receptores en la zona fascicular de la corteza adrenal estimula la secrecion
de progesterona y corticosterona. De aqui el hecho de la importancia de las glandulas adrenales en
la secrecion de progesterona ya que se ha observado que la adrenalectomia resulta en disminucion
de la concentracion de esta hormona (Ferin, 2006; Peppler y Jacobs, 1980).

La progesterona actua sobre el hipotalamo, donde inhibe la secrecion de GnRH,
disminuyendo las concentraciones de gonadotropinas y por consiguiente se altera el sistema de
retroalimentacion que se ejerce entre el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios, lo que conduce a la
alteracién del proceso ovulatorio. Los glucocorticoides bloquean la liberacion de la LH lo que se
traduce en la menor secrecion de 17 B-estradiol, que es reflejo del menor desarrollo folicular y por
consiguiente de la disminucion en la respuesta ovulatoria (Macfarland y Mann, 1977). Por lo tanto, se
puede decir que el estrés induce cambios a nivel del SNC y periférico los cuales pueden afectar las
funciones reproductivas (Calogero et al., 1996; Chrousos et al., 1998; Kalantaridou et al., 2004; Téth
et al., 2008).

El hecho de que este tratamiento altere el proceso ovulatorio en forma diferente durante el
ciclo estral de la rata, puede también atribuirse a que la laparotomia ventral activa procesos neurales
al cortar la piel, el musculo y peritoneo. El estudio realizado por Tanaka et al., (2002), evidencié que
existen fibras nerviosas sensoriales que pasan por el peritoneo parietal y visceral, y que estas llegan
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al ganglio de la raiz dorsal y los ganglios nodosos, ademas que estas pasan por el tronco simpatico;
atravesando los ganglios prevertebrales como el ganglio celiaco, ganglio mesentérico inferior y
superior, en donde se origina la inervacion extrinseca que llega a las gonadas, estableciendo la
conexion entre el SNC y los ovarios en la rata (Bortoli et al., 1998; Dissen y Ojeda, 1999; Klein y
Burden, 1988). Asi mismo, que el Nervio vago aporta fibras de tipo sensorial que pasan por el
ganglio nodoso y llegan hacia el peritoneo visceral.

En un estudio realizado por Santiago et al., (2011), se observo alteraciones en animales
sometidos a laparotomia ventral a las 07:00 h en el Diestro-1 o Estro ya que la concentracion sérica
de 17 B-estradiol, resultd en disminucion cuando se evalu6 una hora después del tratamiento. Esta
disminucidn en la concentracion sérica del esteroide puede estar relacionada con la diminucion en el
numero de ovocitos liberados por ambos ovarios en el dia del Estro en el presente estudio.

Con base en los resultados obtenidos en los animales con seccidn unilateral del NOS se
sugiere que la participacion del NOS a las 07:00 h en cada uno de los dias del ciclo estral, modula la
respuesta de los diferentes compartimientos enddcrinos del ovario a las gonadotropinas y que regula
de manera diferencial y asimétrica el porcentaje de animales ovulantes y el numero de ovocitos
liberados, lo que depende de la informacion de uno u otro nervio, de la génada in situ y del dia del
ciclo estral de la rata.

Proponemos que en cada dia del ciclo estral, el neurotransmisor y los neuropéptidos
contenidos en el nervio (NA, el VIP y el NPY, respectivamente; Garraza et al., 2004; Dissen y Ojeda,
1999) estimulan los mecanismos neuroendocrinos que regulan estas funciones en el ovario. El NOS
izquierdo modula en forma estimulante la funcion de las gonadotropinas sobre el porcentaje de
animales ovulantes por parte del ovario izquierdo en las etapas del Diestro-1, Proestro y Estro,
mientras que el NOS derecho lo hace en las etapas del Diestro-1y Proestro en el ovario derecho.

A diferencia de lo anterior, el NOS-I tiene una participacién dual sobre la liberaciéon de
ovocitos por parte del ovario izquierdo (que esta denervado): modula en forma estimulante la accién
de las gonadotropinas sobre el numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo en las etapas
del Diestro-2 y Proestro, pero lo hace de manera inhibitoria en la etapa del Estro.

Algo fascinante que ocurre, es que los animales con seccion del NOS izquierdo, en los que
el ovario derecho esta inervado, y todos los animales ovulan, también tiene alteraciones en la
cantidad de ovocitos que libera, por lo que se podria decir que el NOS izquierdo modula en forma
estimulante el papel de las gonadotropinas en las etapas de Diestro-1 y Proestro (ya que liberan una
menor cantidad de ovocitos), mientras que en el Diestro-2 lo hace de manera inhibitoria (ya que se
libera mayor cantidad de ovocitos). Este hecho pone de manifiesto que el NOS izquierdo regula la
funcion de ambas gonadas y funge como la via neural que comunica a ambos ovarios. Asimismo, se
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piensa que la informacion que viaja a través del NOS izquierdo llega al ganglio celiaco y de ahi
viajaria por el NOS derecho al ovario derecho. Se ha evidenciado que la informacion al llegar al
ganglio celiaco es lleva al SNC donde se dan los ajustes en la sintesis y secrecion de las sustancias
del hipotalamo y la hipofisis comprometidas con la funcién reproductora (Burden, 1978; Lawrence y
Burden, 1980; Ahmed et al., 1986; Klein y Burden, 1988; Klein et al., 1989; Risvanli et al., 2004;
Sosa et al., 2004; Ayala et al., 2005; Casais et al., 2006).

Con el NOS derecho sucedi6 algo semejante. La informacion que transcurre por él modula
de manera estimulante la accién de la FSH y la LH sobre el porcentaje de animales ovulantes en las
etapas del Diestro-1 y Estro, y el numero de ovocitos liberados ya que su ausencia se tradujo
practicamente en el bloqueo de la ovulacidn. A diferencia de ello, su participacion es inhibitoria en la
etapa del Diestro-2 sobre el numero de ovocitos liberados. Aunado a ello, y al igual que el NOS
izquierdo, el NOS derecho también regula la liberacion de los ovocito por parte del del ovario
izquierdo (inervado), cuyo papel es de tipo inhibitorio en el Diestro-1 y Proestro y de tipo estimulante
en el Diestro-2.

Velasco, (2007) observd que en el dia del Proestro a las 13:00 h la seccion derecha del NOS
resulté en disminucién del nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho. Estos resultados son
similares a los obtenidos en el presente estudio cuando se analizaron los efectos del NOS en el dia
de Proestro.

La respuesta que se observo en el dia del Diestro-2 en nuestro estudio, podria ser explicada
por el estudio realizado por Guzman en el 2009, en donde mostr6 que la seccion del NOS izquierdo
disminuy6 la concentracion de Ez, cuando los efectos fueron evaluados 24 horas post-cirugia; y esto
estaria explicando la disminucién que se observo en el niumero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo al ser denervado por el NOS izquierdo, ya que si las concentraciones de estradiol
disminuyen nos estaria indicando que muchos foliculos no tuvieron un desarrollo folicular adecuado
y por lo tanto no fueron ovocitos viables para ser liberados.

Respecto a nuestros resultados, Santiago et al., (2011), observaron que la presencia del
NOS en el dia del Estro a las 07:00 h tiene un papel inhibitorio sobre la secrecion de 17 B-estradiol,
evaluado una hora después. Por tanto, se podria considerar que en nuestro estudio, el aumento en
el numero de ovocitos liberados en animales con seccién unilateral del NOS puede deberse a que
hubo un mayor crecimiento folicular, que condujo a una mayor secrecion del esteroide y del nimero
de ovocitos que fueron liberados. Asimismo, este aumento puede ser atribuido a las
concentraciones de NA presente en el ovario (Aguado y Ojeda, 1984), ya que, segun Chavez y
Dominguez en 1994, observaron que la seccion del NOS resulta en disminucion de la concentracion
de NA ovérica.
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Se conoce que si se realiza la seccion izquierda o derecha del NOS se observan
disminucion en el numero de ovocitos en el ovario denervado, asi como de progesterona y estradiol,
lo que depende del dia del ciclo estral en que se realice la seccion (Ayala et al., 2005; Luna et al.,
2003; Morales et al., 1998).

El momento de la ovulacion es criticamente importante para el éxito de la reproduccion.
Actualmente se trabaja en demostrar que la regulaciéon de la ovulacién por el hipotalamo y la
hipdfisis, es un proceso fisioldgico que estd cronometrado. El descubrimiento de un temporizador
interno circadiano en el ovario plantea la posibilidad de que ovulacion en realidad es el resultado de
una interaccion entre relojes en el hipotalamo/hipéfisis y el ovario (Yoshikawa et al., 2009).

Las evidencias de este y otros estudios, apoyan la idea de que la actividad de los nervios
también puede estar relacionada con la hora del dia del ciclo estral.

En el dia del Proestro, se sabe que la seccién uni o bilateral del NOS a las 11:00 h en el dia
del Proestro resulta en cambios en la capacidad ovulatoria del ovario denervado y de su capacidad
de secrecion hormonal, mientras que a las 16:00 h la seccién del NOS resulta en una disminucién
transitoria de progesterona, seguida de un aumento significativo de la misma (Aguado y Ojeda,
1984).

Zarate en el 2011, mostré que en los animales a los que se les realizo la seccion del Nervio
vago izquierdo se observd alteracion de la cuota ovulatoria total sélo cuando la cirugia se realizé a
las 09:00 h, y no en otros horarios de la misma etapa, ya que resulté en menor tasa de animales
ovulantes, los que liberaron un menor nimero de ovocitos.

En el Diestro-1, a las 07:00 h el NOS izquierdo estimula el numero de ovocitos liberados por
el ovario izquierdo y a las 19:00 h inhibe este parametro; en el Diestro-2 a las 07:00 h el NOS
izquierdo estimula el nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y a las 19:00 h estimula
el numero de animales ovulantes considerando el ovario derecho; en el Proestro el NOS a las 07:00
h estimula el nimero de ovocitos liberados por cada ovario, mientras que a las 19:00 h no se
alteraron los parametros; en el dia del Estro a las 07:00 h el NOS inhibe la respuesta ovulatoria por
el ovario izquierdo y el NOS izquierdo a las 19:00 h estimula la respuesta ovulatoria del ovario
denervado (Gonzélez et al., 2012).

Con base en ello, podriamos sugerir que a las 07:00 h, el NOS izquierdo participa en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacién en cada etapa del ciclo estral, mientras que
el NOS derecho lo hace en las etapas del diestro y Proestro y permanece en quietud en la etapa del
Estro.
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Con base en los resultados observados en animales con ovariectomia unilateral, se sugiere
que el ovario derecho in situ, no tienen la capacidad de mantener el porcentaje de animales
ovulantes cuando el ovario izquierdo esta ausente, mientras que el ovario izquierdo in situ si tiene
dicha habilidad aun en ausencia del ovario derecho. Respecto a la cuota de ovocitos liberados, se
observa que el ovario derecho en los dias del Diestro-2 y Estro responde con una mayor cantidad de
ovocitos liberados, mientras que el ovario izquierdo lo hace en las etapas del Diestro-1'y Estro.

Dado que la ovulacién es el resultado de la accion coordinada entre la GnRH hipotalamica,
las gonadotropinas hipofisiarias y la secreciéon de las hormonas liberadas por los ovarios, los
resultados observados nos hacen sugerir que la falta de un ovario altera la retroalimentacién que se
establece entre SNC y los ovarios, lo que da como resultado la alteracidén de la ovulacién, donde
cada ovario in situ responde compensando la funcion del ovario ausente, pero que es incapaz de
hacerlo el ovario derecho in situ en la etapa del Diestro-1.

Los resultados presentes en este estudio en los animales con seccion unilateral del NOS,
como los reportados en la bibliografia, apoyan la idea de que la respuesta asimétrica de los ovarios
se debe a que la inervacion que llega a ellos modula la accién de las gonadotropinas sobre sus
funciones (Aguado, 2002; Alburquerque-Araujo et al., 1995; Barco et al., 2003; Burden 1978; Burden
et al, 1983; Chavez y Dominguez, 1994; Cruz et al., 2006; Dissen y Ojeda, 1999; Dominguez et al.,
1991; 2003; Flores et al., 2005, 2006 Gerendai y Halasz, 1997; Gerendai et al., 2009)

En particular, se ha evidenciado por medio de técnicas de trazado viral e
inmunohistoquimica, que los ovarios reciben cantidades diferentes de fibras simpaticas, que a su vez
se conectan con el SNC por medio del ganglio celiaco; en especial, se ha mostrado que el ovario
derecho recibe mayor cantidad de fibras simpaticas que el izquierdo y que el ovario izquierdo es
inervado en forma supraespinal, en su mayoria por fibras sensoriales aferentes, ademéas de que en
esta gonada izquierda existen poblaciones neuronales que coexisten en su mayoria en diferentes
areas del cerebro como en el nucleo del tracto solitario, el grupo A5 noradrenérgico, el nucleo dorsal
del nervio vago, los nucleos caudales del rafé, el nlcleo paraventricular del hipotdlamo vy el
hipotdlamo lateral que estan conectadas trans sinapticamente con érganos pares endécrinos y no
endocrinos (Gerendai et al., 2009; Klein y Burden, 1988; Moran et al., 2005; Toth et al., 2007,
2008).

Asi mismo, se sabe que en la rata, el control endocrino de las funciones reproductivas es
controlado en su mayoria por el ovario derecho (Cruz et al., 2001; Gerendai y Halasz, 2001), ya que
las hormonas sexuales durante la etapa perinatal (en la cual se establece la diferenciacion sexual en
el cerebro de roedores) no son iguales en los lados izquierdo y derecho. En la rata de 4 dias de vida,
el contenido de receptores a estrégenos en la corteza cerebral es asimétrico: en el macho hay mas
receptores del lado izquierdo, mientras que en la hembra sucede lo contrario. La diferente
concentracion de receptores y los efectos de las hormonas gonadales en esta etapa de la vida del
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animal pueden generar un efecto asimétrico en el establecimiento de patrones fisiolégicos y de
conducta en la etapa adulta (Cruz et al., 2001).

Por otro lado, se tienen evidencias de que la informacion neural que se transporta a traves
del NOS y que llega al ovario regula el desarrollo folicular, la estereidogénesis y la ovulacién
(Aguado y Forneris, 2002; Bortoli et al., 1998; Mayerhofer et al., 1997).

Los resultados observados en los animales con seccion del Nervio Ovarico Superior seguida
de ovariectomia unilateral, muestran claramente que la funcién de cada ovario apoyan lo
mencionado anteriormente y se puede sugerir que el proceso de la ovulacién es modulada por este
nervio y que depende del nervio y ovario in situ en estudio y de la etapa del ciclo estral.

Los resultados observados en animales con ovariectomia seguida de la seccién unilateral
del nervio son parcialmente diferentes a lo observado en animales con seccién del nervio seguida de
la ovariectomia unilateral, sobre todo cuando se elimind el ovario derecho y luego se realiz6 la
seccion del NOS izquierdo. El ovario izquierdo entonces es mas sensible a los efectos de la
denervacion y por ende disminuye sustancialmente su funcién, lo que no sucede con el ovario
derecho denervado.

La ovariectomia derecha en animales con seccion del NOS izquierdo en el Diestro-1 resultd
en aumento en el porcentaje de animales ovulantes, por tanto, el NOS izquierdo modula en forma
inhibitoria el numero de animales que ovulan por parte del ovario izquierdo in situ.

La seccidn del NOS izquierdo en animales con ovariectomia derecha resulta en el bloqueo
de la ovulacion en Diestro-1, Proestro y Estro, por ende dicho nervio modula en forma estimulante la
ovulacion en el ovario izquierdo in situ en esas etapas.

En los animales con seccién del NOS derecho y ovariectomia izquierda, el NOS derecho
modula de manera inhibitoria la accién de las gonadotropinas sobre la ovulacidn del ovario derecho
in situ en Diestro-2 y Estro.

En aquellos con ovariectomia izquierda seguida de la seccion del NOS derecho, el NOS
derecho modula de manera estimulante la funcién de las gonadotropinas sobre la ovulacién del
ovario derecho in situ en la etapa del Proestro.

Esto pone de relieve la importancia de la inervacion en cada ovario y que esta via forma
parte de las vias que comunican a los ovarios con el SNC y entre los ovarios, y que al eliminar
primero el aporte hormonal y luego el neural se presenta asimetria en la respuesta de los ovarios.

Para poder fundamentar nuestros resultados, observamos que Santiago en el 2012, trabaj6
a las 07:00 h de cada uno de los dias del ciclo estral y evaluo los efectos 1 h después del
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tratamiento, observé en el dia del Diestro-1 que la concentracion de 17 B-estradiol aumentd con la
seccion izquierda del NOS seguida de la ovariectomia derecha. Este resultado se correlaciona con el
nuestro en donde en el mismo dia la respuesta ovulatoria es estimulada por la informacion neural
que transcurre por el NOS izquierdo y el ovario izquierdo es dejado in situ, este efecto estaria
explicado por que el E2 estaria estimulando el desarrollo folicular y por lo tanto que se ovulen mas
foliculos (Dominguez et al., 1991; Yao y Bahr, 1999).

También se sabe que en Diestro-1 los receptores de la NA que se encuentran en las células
de la teca externa y en el estroma ovarico se activan para estimular las contracciones del musculo
liso de la pared de los foliculos para que los ovocitos sean liberados en su mayoria (ltoth, 2005).

Santiago (2012), mostré que en el dia del Diestro-2 aumento6 la secrecion de E» con la
seccion izquierda del NOS seguida de la ovariectomia izquierda, por lo que menciond que la
informacion que llega via NOS izquierdo participa en los mecanismos que regulan la capacidad de
secrecion de 17 B-estradiol en ambos ovarios. Por su parte, en nuestro estudio, en este mismo dia
del ciclo ocurre exactamente lo mismo en la ovulacién, ya que esta siendo estimulada por la
informacion del NOS izquierdo en el ovario izquierdo.

Se sabe ademas, que el VIP que esta llegando al ovario en este caso por el NOS izquierdo,
activa en el dia del Diestro-2 la actividad enzimatica de P450scc para que se de la secrecion de
andrégenos (Mayerhofer et al., 1997; Dissen y Ojeda, 1999; Parra et al., 2007); entonces si se tiene
una mayor secrecion de androgenos nos estaria indicando que estan siendo aromatizados para la
produccion de estrogenos y por esto podria explicarse el aumento de estradiol y la estimulacion de la
cuota ovulatoria que se esta observando en este dia en el presente estudio.

En el estudio de Santiago (2012), se reportd que cuando se realizd la ovariectomia derecha
seguida de la seccion izquierda del NOS la concentracion de estradiol disminuyo en el dia del
Proestro, este resultado explica lo que ocurrio en nuestro estudio ya que con el mismo tratamiento la
respuesta ovulatoria resulta disminuida en el mismo dia del ciclo, ya que la informacién que llega via
NOS izquierdo modula en forma estimulante la capacidad de secrecion del ovario izquierdo y por lo
tanto su respuesta ovulatoria.

Se sabe que el VIP que es uno de los neurotransmisores que transcurre por el NOS y que
tiene un papel fundamental en la produccién de E» (Davoren y Hsueh., 1985; Dees et al., 1986;
Cecconi et al., 2004); con base en esto podemos sugerir que los receptores que tiene en las células
teco intersticiales se activan y hace que la secrecion de E2 aumente, entonces si se esta eliminando
el NOS izquierdo en el caso de nuestro estudio se esta cortando la via por la que llega el VIP al
ovario in situ.
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Chavez y Dominguez, (1994) observaron que al realizar la seccién del NOS derecho seguida
de la ovariectomia izquierda en Diestro-2 o Proestro, la tasa de animales ovulantes y el nimero de
ovocitos liberados resultaron en una disminucion por el ovario derecho in situ. Por lo que podemos
sugerir que sus resultados se correlacionan con los expuestos en el presente estudio, en donde la
respuesta ovulatoria es inhibida.

Esto podriamos explicarlo debido a que la LH es la encargada de la maduracion de E2 y de
dar paso a la ovulacién (Freeman, 2006), y si esta hormona no se encuentra en las condiciones
adecuadas, la cuota ovulatoria disminuye, ademas de que el NOS esta directamente inervando al
ovario que es mas densamente inervado por fibras simpaticas.

Gallegos et al., (2005), observaron en el dia del Proestro a las 13:00 h los efectos de la
seccion derecha del NOS acompafiada por la ovariectomia izquierda en donde la concentracion
sérica de 17 B-estradiol aumentd, por lo que estaria inhibiendo la secrecidén de esta hormona. Este
resultado es contrario a lo reportado en nuestro estudio ya que en el mismo dia del ciclo estral la
informacién que provee el NOS derecho al ovario in situ es fundamental para que se observe la
respuesta ovulatoria, ya que cuando este nervio falta la cuota ovulatoria disminuye; entonces estaria
ejerciendo un papel estimulante.

Cabe mencionarse también que la vasopresina y la arginina-vasopresina (secretadas por el
cuerpo luteo), también inhiben la secrecion de estrégenos (Dominguez et al., 1991; Yen et al.,
2001a); entonces podria explicar porque a las 13:00 h esta disminuyendo la secrecién de estradiol.

Mendoza en el 2007, observé que en el Diestro-1 la seccién del NOS derecho seguida de la
ovariectomia izquierda disminuyen la concentracion de Ps, pero, aumentan la de 17 B-estradiol; este
resultado explica lo observado en nuestro estudio ya que la respuesta ovulatoria también estaria
siendo inhibida. Ya que aumentd cuando se realiz6 el tratamiento. Asi mismo, al realizar la seccién
del NOS derecho en animales con ovariectomia izquierda y la seccion izquierda en animales con
ovariectomia derecha, la concentracion de 17 B-estradiol también aument6. Por lo que en este dia
en el presente estudio también aumento la ovulacion, debido a que tal vez se formaron mas foliculos
sanos Y viables capaces de ser ovulados.

Guzman en el 2009, observé que la seccion del NOS izquierdo seguida de la ovariectomia
derecha incrementd la concentracién de 17 B-estradiol en la etapa de Diestro-2, por lo que en
nuestro estudio la capacidad ovulatoria del ovario izquierdo in situ esta a cargo de la informacién del
NOS izquierdo. La ovariectomia derecha y la seccién del NOS disminuyeron la concentracién de 17
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B-estradiol en Diestro-1, por lo que también la cuota ovulatoria del ovario derecho es estimulada en
nuestro estudio en el mismo dia del ciclo.

En sintesis, podemos decir que la participacion del NOS en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados son
diferentes para cada una de las etapas del ciclo estral de la rata adulta y que el hecho de que la
respuesta ovulatoria resulte alterada y que sus efectos sean asimétricos depende no sélo del dia del
ciclo estral en que se realice el estudio, del nervio seccionado o de la gbnada, si no que también
depende de la conexion que establezcan las gonadas con el SNC via NOS, en el ganglio celiaco, en
donde hace sinapsis, ademas también la hora en que se realice el tratamiento y el tiempo que
transcurra entre este y su cuantificacion son factores determinantes para la respuesta ovulatoria.

Leydi Estefani Gonzdlez Espinasa

82



CONCLUSIONES

<$

<$

<$

<$

<$

<$

<$

La perforacién ventral del peritoneo (laparotomia) realizada a las 07:00 h en el Diestro-2 es un
factor estresante que modula en forma inhibitoria la respuesta ovulatoria del ovario izquierdo;
mientras que, en el Estro modula en forma estimulante la ovulacion de ambos ovarios.

En los animales con ambas gonadas, el NOS izquierdo modula en forma estimulante la accién
de las gonadotropinas sobre el porcentaje de animales ovulantes en las etapas del Diestro-1,
Proestro y Estro, y la cantidad de ovocitos liberados por el ovario izquierdo en las etapas del
Diestro-2 y Proestro. Su participacion es de tipo inhibitorio en la etapa del Estro sobre el numero
de ovocitos liberados.

En los animales con ambas gonadas, el NOS derecho modula en forma estimulante la accion de
las gonadotropinas sobre el porcentaje de animales ovulantes y la cantidad de ovocitos liberados
por el ovario derecho en las etapas del Diestro-1 y Estro. Su participacion es de tipo inhibitorio
en la etapa del Diestro-2 sobre el nimero de ovocitos liberados.

En los animales con ambos ovarios, el NOS izquierdo modula la accién de las gonadotropinas
sobre el nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho: de manera estimulante en Diestro-1
y Proestro e inhibitoria en el Diestro-2.

En los animales con ambos ovarios, el NOS derecho modula la accién de las gonadotropinas
sobre el nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo: de manera estimulante en el
Proestro e inhibitoria en el Diestro-2.

En animales con ovariectomia unilateral, el ovario derecho in situ en el Diestro-1 no presenta
ovulacién, pero en el Diestro-2 y Estro libera una cuota ovulatoria mayor que los animales
control.

En animales con ovariectomia unilateral, el ovario izquierdo in situ libera una cuota ovulatoria
mayor que los animales control en el Diestro-1 y Estro.

En los animales con ovariectomia derecha y secciéon del NOS izquierdo, el NOS izquierdo
modula en forma inhibitoria el numero de animales que ovulan por parte del ovario izquierdo in
situ en el dia del Diestro-1.

En los animales con seccion del NOS izquierdo seguida de ovariectomia derecha, el NOS
izquierdo modula en forma estimulante la ovulacion en el ovario izquierdo in situ en las etapas
del Diestro-1, Proestro y Estro.
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4
¥ En los animales con seccion del NOS derecho y ovariectomia izquierda, el NOS derecho modula
de manera inhibitoria la accién de las gonadotropinas sobre la ovulacion del ovario derecho in
situ en Diestro-2 y Estro.

¥ En aquellos con ovariectomia izquierda seguida de la seccién del NOS derecho, el NOS derecho
modula de manera estimulante la funcién de las gonadotropinas sobre la ovulacién del ovario
derecho in situ en la etapa del Proestro.
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