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Resumen

El nervio vago, es una via neural que participa en la regulacion de la secrecion de hormonas
ovaricas esteroides, por lo que en el presente estudio se analizo si la participacion de esta via
neural, en la regulacion de la secrecion de progesterona y 17 B-estradiol, depende del ciclo estral en

estudio.

Para analizar esta participacion, se utilizaron ratas hembra adultas virgenes de la cepa ClIZ-
V que a las 09:00 h del dia del Diestro-1, Diestro-2, Proestro o Estro, fueron sometidas a uno de los
siguientes tratamientos: Laparotomia ventral, seccién unilateral del nervio vago seguida o no de la
extirpacion del ovario contralateral a la seccion; ovariectomia unilateral seguida o no de la seccién
del nervio vago ipsilateral al ovario In situ. También se conté con un grupo testigo absoluto. Los
animales fueron sacrificados una hora después a la cirugia o a las 10:00 h en el caso del grupo

control. En el suero se cuantifico la progesterona y 17 B-estradiol por RIA.

En animales con laparotomia realizada en el Diestro 1 o Estro, la concentracién de

progesterona fue mayor que en el grupo control.

La seccion del nervio vago izquierdo (Nv-1), en el dia del Estro, resultd en una mayor
concentracion de progesterona y 17 B-estradiol, que en el grupo con laparotomia. La seccion del

nervio vago derecho, (Nv-D) en la etapa del Proestro, incremento la concentracion de progesterona.

La extirpacion del ovario derecho en animales con Nv-I, (Nv-1 + Ovx-D), en las etapas del

Diestro-1y Estro la concentracién de progesterona fue menor que en el grupo con Nv-I.

En animales con ovariectomia derecha seguida de la seccion del Nv-I, (Ovx-D+Nv-I), en la
etapa de Estro, la concentracion de progesterona fue mayor que en el grupo con Ovx-D, mientras

que en el Diestro 1 la concentracién de 17 B-estradiol fue mayor.

En animales con Nv-I + Ovx-D, en la etapa de Diestro 1, Proestro y Estro la concentracion
de progesterona resulto en incremento y La concentracion de 17 B-estradiol resulté en disminucién

en el Diestro 1, en comparacion con el grupo con Ovx-D+Nv-I.

Adriana Zdrate Pérez 1
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Con base a los resultados obtenidos, sugerimos que la informacién neural que llega a los ovarios por
el nervio vago, participa sobre los mecanismos que regulan la secrecién de progesterona 'y 17 -

estradiol, de manera asimétrica y varia en funcién de la etapa del ciclo estral que se analice.
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Introduccion

La secrecion de progesterona y 17 B-estradiol por los ovarios, es regulada por la interaccién de las
gonadotropinas; hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH), sobre los
foliculos y cuerpos liteos. La secrecion de FHS y LH, es a su vez regulada por la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que es secretada por neuronas hipotaldamicas (Halasz,

2000; Kyeong-Hoon y Kaiser, 2006; Tresguerres, 2010).

La inervacion simpatica, parasimpatica y sensorial del ovario modula la secrecion de
hormonas ovéricas (Dissen y Ojeda 1999; Gerendai, 2002). La informacion parasimpatica y
sensorial viaja a través del nervio vago, cuyas fibras contienen: P (SP), somatostatina, péptido
intestinal vasoactivo (VIP), acetilcolina y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
(Calka et al., 1988; Gilbert et al., 1980; Inyama et al., 1986; Lewis y Travagli, 2001).

La seccion unilateral del nervio vago a las 09:00 h del Proestro bloquea la ovulacion
espontanea y no la modifica cuando la seccién se realizé entre las 11:00 y 19:00 h (Zarate et al.,
2011)

Con base en los resultados anteriores, en el presente estudio se analizé los efectos agudos
(1 hora) de la seccién unilateral del nervio vago, seguido o no de la extirpaciéon del ovario
contralateral, asi como los efectos de la ovariectomia unilateral seguida o no de la seccién ipsilateral
al ovario In situ, sobre la secrecién de progesterona y 17 B-estradiol, en cada etapa del ciclo estral

de la rata adulta. Los animales fueron sacrificados una hora después de la cirugia.

Los resultados me sugieren que la informacién vagal que llega a los ovarios a las 09:00 h,
modula la esteroidogénesis ovarica de manera asimétrica y que depende de la etapa del ciclo estral

en que se realice el estudio.

Adriana Zdrate Pérez 3
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Marco Tedrico

Las gonadas femeninas producen las hormonas necesarias para la regulacion de las funciones de
los 6rganos reproductivos y liberan ovocitos viables para su fecundacién, dichas funciones son

reguladas por mecanismo endécrinos (Espey, 1999; Ganong, 2002; Paniagua et al., 2002).

l. Ovarios

Localizados en la region abdominal, los ovarios estan unidos a la pared posterior del ligamento
ancho mediante un pliegue peritoneal llamado mesovario. Los nervios, los vasos sanguineos y los
vasos linfaticos atraviesan el mesovario y penetran en el ovario a través del hilio (Yao y Bahr, 1999;
Dominguez et al, 1991). Ademas de liberar ovocitos capaces de ser fecundados, secretan

hormonas proteicas, peptidicas y esteroides (Dominguez et al., 1991).

¥ Anatomia
La superficie del ovario esta cubierta por epitelio simple cubico o cilindrico, por debajo del cual se
observa una capa de tejido conectivo; fibroso, de poco espesor denominada albuginea. El estroma,
ocupa toda la estructura del ovario que rodea a los foliculos, el cuerpo lUteo y la glandula intersticial.
En la parte central del estroma, se distingue la médula, constituida por tejido conectivo laxo, vasos
sanguineos, linfaticos y nervios (Figura 1). La médula se encuentra rodeada por la corteza, que

contiene foliculos ovaricos y cuerpos luteos (Colantuoni y Santangelo, 2005; Yao y Bahr, 1999).

Al foliculo ovérico se le considera como la unidad anatémica funcional del ovario, ya que a
partir de él se originan los compartimentos folicular (representado por los foliculos en las diferentes
etapas de maduracion), luteal (representado por los cuerpos luteos recién formados y maduros) y el
intersticial (formado a partir de los foliculos atrésicos que tuvieron diferenciada la teca interna)
(Figura 1) (Dominguez et al., 1991; Ying y Zhang, 1999).

Adriana Zdrate Pérez 4
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Figura 1. Ovario de mamifero donde se observa el compartimento folicular, luteal e intersticial
(Modificada de Freeman, 1999).
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¥« Compartimiento folicular
El desarrollo folicular, desde el foliculo primordial hasta el foliculo antral, (foliculogénesis), es un
proceso dinamico que se lleva a cabo en la corteza ovérica (Casabiell, 2006; Dominguez et al.,

1991). Zhang et al. (2010) y Paniagua et al. (2002), (Figura 2) clasifican a los foliculos de la rata en:

Crecimiento independiente a las Crecimiento dependiente a las gonadotropinas
gonadotropinas

\ \

vs@> @G

Primordial  Primario

Secundario Prossiiii

Figura 2. Los diferentes estadios de desarrollo del foliculo ovarico de la rata, la dependencia del
foliculo ovarico a las gonadotropinas y la ovulacién (Tomada de Orisaka et al., 2009).

Foliculo primordial: A las 24 horas iniciales de vida posnatal ocurre la formacion masiva de
foliculos primordiales, que se almacenaran en la corteza del ovario y permaneceran inactivos hasta
la pubertad (Mayerhofer et al., 1997). La mayoria de estos foliculos sufrirdn atresi desde el
nacimiento hasta la etapa senil reproductiva (Caravaca et al., 2005). Contiene un ovocito primario,
en estado de arresto meidtico, rodeado por una capa Unica de células epiteliales aplanadas. La
lamina basal que rodea a esas células, aisla al foliculo del resto del tejido ovérico, sin acceso
directo al sistema vascular y, en consecuencia, al sistema endécrino (Figura 3 B) (Casabiell, 2006;
Dole et al., 2008). El factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) y el factor ligando c-Kit

(KL) estimulan el crecimiento folicular (Dole et al., 2008).

Adriana Zdrate Pérez 6
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Figura 3. Ovario de rata tefiido con tricromico de Masson. A: Vista a pequefio aumento que permite observar
varios foliculos maduros (fm) y cuerpos luteos (Lu). X20. B: Detalle del mismo ovario con varios foliculos
primordiales (flechas), foliculos primarios (fp), un foliculo secundario (fs) y parte de un cuerpo liteo (Lu).
X450. C: Foliculo preantral con la teca (T), granulosa (G) y cavidades del antro en formacién (A).O: ovocito.
X250. D: Foliculo antral, en el que el antro forma una unica cavidad (A), rodeada por la granulosa (G). T:
teca. O: ovocito. X200. E: Ovocito tras la ovulacion rodeado por la zona pelucida (zp) se aprecia el primer
cuerpo pola (flecha) X800, (Tomada de Paniagua et al., 2002).

Adriana Zdrate Pérez 7
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Foliculo primario: Los primeros foliculos que inician su crecimiento son aquellos que se encuentran
cerca del hilio ovarico (Hirshfield, 1991; Mayerhofer et al., 1997). Su desarrollo comienza en el
momento en que los foliculos primordiales incrementan su tamafo, lo cual es estimulado por la
inervacion ovarica y factores de crecimiento sintetizados por el propio foliculo, ya que en esta etapa
no se cuenta con receptores a gonadotropinas (Flores et al., 2005 (b); Mayerhofer et al., 1997,
Zhang et al., 2010). El foliculo contiene un ovocito rodeado por una sola capa de celulares cubicas
(Figura 3 B), y al dividirse, forman un epitelio estratificado columnar que dara origen al foliculo

secundario (Paniagua et al., 2002; Yacobi et al., 2003).

Foliculo secundario: La segunda fase de desarrollo folicular inicia con la formacion de la
zona pelucida, que separa al ovocito de las células foliculares, las que a su vez se multiplican y
reciben el nombre de granulosa, las células de la granulosa contienen abundante reticulo
endoplasmico liso, rugoso y ribosomas. La capa mas externa de la granulosa se encuentra limitada
por la membrana basal, y esta a su vez por el tejido conjuntivo ovarico formando la teca
indiferenciada (Figura 3 B) (Orisaka et al., 2009; Paniagua et al., 2002).

Foliculo preantral: Contiene al ovocito con su nucléolo visible. Las células de la granulosa
tienen mas de cinco capas y aparece el espacio antral lo que hace que aumente rapidamente el
diametro del foliculo (Elvin y Matzuk, 1998; Zhang et al., 2010). En el tejido conjuntivo que rodea al
foliculo se ha formado la teca folicular definitiva formada por la teca interna (que contiene vasos
sanguineos y tienen la capacidad de sintetizar hormonas esteroides) (Figura 3 C) y la teca externa
(que contiene fibras musculares lisas) (Welsch, 2008). El factor de células madres (SCF), el de
crecimiento similar a la insulina (IGF-I) y el de diferenciacion-9 (GDF-9) estimulan la diferenciacion
de las células tecales. EI GDF-9, promueve la supervivencia y estimula el crecimiento folicular
durante la transicién de la etapa preantral a la antral (Huang et al., 2001; Orisaka et al., 2006;
Orisaka et al., 2009).

Foliculo antral: Es el Ultimo estadio de maduracion folicular. El foliculo experimenta un
gran aumento de tamafio, el antro se hace méas grande y el ovocito queda excéntrico dentro del
liquido folicular, sostenido Unicamente por una columna de células de la granulosa, la cual forma un
anillo conocido como corona radiada. El ovocito y sus células de la granulosa adjuntas forman el

cumulus oophorus (Figura 3 D) (Elvin y Matzuk, 1998; Paniagua et al., 2002). El GDNF se encuentra

Adriana Zdrate Pérez 8
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en el citoplasma del ovocito, en las células de la granulosa y las de la teca de estos foliculos (Dole
et al., 2008).

En la rata el crecimiento del foliculo dura 19 dias, desde que pasa del estado de reposo
hasta que culmina con la ovulacion, y durante este tiempo esta expuesto por lo menos a cuatro

picos preovulatorios de gonadotropinas (Dominguez et al., 1991).

En la rata, la ovulacién se produce 10 a 14 horas después de la liberacién preovulatoria de
las gonadotropinas (Espey, 1999). Unas horas antes, en la zona donde se produce la ruptura del
foliculo (opuesto al lugar donde estéd el ovocito) se pierde la tinica albuginea y degeneran las
células de teca y de la granulosa. Disminuye la sintesis de andrégenos y aumenta la de
progesterona. Cuatro a seis horas posteriores al inicio del proceso ovulatorio, los foliculos
comienzan a enrojecer, los capilares internos se dilatan y hay hiperemia en el tejido. El apice del
foliculo maduro sobresale por encima de la superficie ovarica, el cual comienza a ser traslucido y
balonado. La pared folicular gradualmente se adelgaza por degradacion de las fibras colagenas,
inducida por la fibrinolisina sintetizada por las células de la granulosa, que es activada por el
plasminégeno, producto de las células de la granulosa (Dominguez et al., 1991; Gaytan et al., 2002;
Urroz 1991).

A partir del foliculo que ha liberado su ovocito se forma el cuerpo lUteo, lo que lleva a
cambios en la pared del foliculo y en las relaciones entre las células tecales y de la granulosa

(Colantuoni y Santangelo, 2005; Dominguez et al., 1991).

¥ Compartimiento luteal
Algunos cambios morfologicos precedentes a la ruptura folicular son la invaginacién de la pared
folicular y la desaparicion de la membrana basal; que separaba a las células de la teca de las

células de la granulosa (Freeman, 2006; Greenwald, 1999; Stouffer, 2006).

A las pocas horas de la liberacién del ovocito, las células de la granulosa se diferencian a
células luteas grandes y las de la teca a células luteas pequefias. Ambos tipos celulares tienen la

capacidad de producir progesterona, lo cual ocurre por el incremento en la expresion de enzimas

Adriana Zdrate Pérez 9
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que convierten colesterol a progesterona y el decremento en la expresion de las que convierten

progesterona a estrogenos (Freeman, 2006; Rosales y Guzman, 2008; Stocco et al., 2007).

La prolactina estimula la secrecion de progesterona luteal, la cual permite la implantacion
del embridn temprano en el endometrio uterino y apoya a la hembra a proveer un ambiente 6ptimo

que sostiene el desarrollo embrionario (Espey, 1999).

El cuerpo luteo tiene una vida media de 12 a 14 dias en la rata y después se somete a un
proceso de regresion que conduce a su desaparicion y permite el inicio de un nuevo ciclo. Este
proceso se le denomina lutedlisis y ocurre como resultado de la liberacién pulsétil de prostaglandina
F2-a (PGF2-a) en el endometrio (Freeman, 2006; Stouffer, 2006).

En la rata, la lutedlisis se lleva a cabo en dos fases; la primera es una regresion funcional
que se encuentra asociada a una marcada disminucion en la concentracion de progesterona. La
segunda fase es una regresion estructural que involucra la disminucion de tamafio y peso de la
glédndula, las células luteales mueren por apoptosis y por ultimo se observa la regresion del cuerpo
luteo (Freeman, 2006; Rosales y Guzman, 2008; Stocco et al., 2007; Stouffer, 2006). Este proceso
es estimulado por “factores luteoliticos”, dentro de los que resaltan las prostaglandinas; que inhiben
la sintesis de progesterona (Rosales y Guzman, 2008). El cuerpo luteo deja de funcionar al final del
ciclo ovarico, cuando no se llevo a cabo la fecundacion, o cuando su funcién ya no es necesaria en

cierta etapa de la gestacion (Stouffer, 2006).

¥¢ Compartimiento intersticial
La glandula intersticial se forma a partir de células de la teca interna de los foliculos atrésicos que
tienen receptores a LH y se localiza en la parte interna de la corteza y médula ovarica (Dominguez
et al., 1991; Yao y Bahr, 1999).

La atresia folicular es un proceso sistematico de muerte celular por apoptosis y necrosis,
por el cual se eliminan del ovario aquellos foliculos que no culminan su proceso de crecimiento y
diferenciacion. Se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular y su inicio estad determinado
por alteraciones del ovocito, el cual pierde su capacidad para mantener el control metabdlico del
foliculo (Dominguez et al., 1991; Flores et al., 2005 b; Orisaka et al., 2006).

Adriana Zdrate Pérez 10
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Los foliculos atrésicos contienen células de la granulosa con nicleo picnético y alejadas de la
membrana basal, encogimiento del citoplasma y degeneracion del ovocito (Freeman, 2006; Zhang
et al., 2010). La atresia folicular es estimulada o inhibida factores reguladores locales, como la

testosterona, citocinas, GNDF KL (estimulantes) y el estradiol (inhibitorio) (Flores et al., 2005 b).

Il. Esteroidogénesis Ovarica

En la gbnada femenina, las hormonas esteroides se sintetizan en sus compartimientos endécrinos:

folicular, luteal e intersticial (Dominguez et al., 1991).

Las hormonas esteroides son compuestos lipidicos, que derivan del colesterol, constituido
por 16 atomos de carbono dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono, un anillo de cinco
atomos y una cadena lateral de seis atomos de C (Figura 4) (Lemus y Pérez, 2003). La célula
obtiene el colesterol por sintesis de novo dentro del ovario a partir de acetilcoenzima A, el que se
libera de los ésteres del colesterol almacenados en gotas lipidicas, y el que circula en la sangre
como lipoproteinas (es la principal fuente de abastecimiento para la esteroidogénesis en el ovario).
En el humano predomina el colesterol que proviene de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
mientras que en los roedores, el de lipoproteinas de alta densidad (HDL), que representa mas del
90% del que es destinado a la producciéon de hormonas esteoroides (Tresguerres, 2010; Van
Voorhis, 1999; Ying y Zahang, 1999).

N .2 AU
K2°/HK23/\2/526

27
16

HO

Figura 4. Estructura quimica del colesterol (Tomada de Smith, 1999).
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Yc Biosintesis de progesterona
El colesterol, sin importar su origen, se transporta a las membranas mitocondriales, por medio de la
proteina esteroidogénica regulatoria aguda (STAR), en donde se transforma en pregnenolona
(Ganner, 2001).

La biotransformaciéon de colesterol a progesterona, implica cambios estructurales en la
molécula. El primer paso, es la conversion de colesterol a pregnenolona, por medio de la escision de
la cadena lateral del colesterol C20-C22, el cual es un paso limitante. La enzima que cataliza esta
reaccion se denomina enzima de clivaje de la cadena lateral de colesterol (P450scc) (Tresguerres
2010; Van Voorhis, 1999). La pregnenolona solo de la mitocondria y en el reticulo endoplasmico liso,
se transforma a 5-pregneno 3,20 diona, lo que requiere de la deshidrogenacion del grupo alcohdlico
B en el C-3. Enseguida se lleva a cabo un proceso de isomerizacion de dicho compuesto, que
implica la migracion del doble enlace 5-6 a la posicién 4-5, y se forma la progesterona. Estos dos
procesos se catalizan mediante dos enzimas de localizacidn microsémica, muy estrechamente
relacionadas entre si, que son la 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) y A4-A5isomerasa
(Figura 5) (Hu et al., 2010: Lemus y Pérez, 2003).

La progesterona se produce y secreta en el cuerpo luteo como una hormona de producto
terminal, ya que estas células no contienen las enzimas necesarias para convertirla en otra hormona

esteroide (Murray y Granner, 2009).

¥ Biosintesis de androgenos
Los andrdgenos secretados por el ovario son la androstendiona y la testosterona. Su formacién a
partir de pregnenolona, puede proceder a través de dos diferentes vias metabdlicas, denominadas
‘A5 y “A*”, que hace referencia al nimero del primer carbono que tiene doble enlace, ya sea en el

primero o segundo anillo de la molécula (Van Voorhis, 1999).

En la via A% la primera secuencia metabolica a partir de la pregnenolona es su
biotransformacién a progesterona, por accién de la A5-33-HSD A#-ASisomerasa. Posteriormente, la
17a-hidroxilacion de la progesterona y la subsecuente escision de su cadena lateral, conducen a la
formacion de androstendiona, la cual es convertida a testosterona por accion de la 17 -HSD (Hu et
al., 2010; Lemus y Pérez, 2003).
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En la secuencia biosintética de la via A% el primer paso es la 17 alfa-hidroxilacién de la
pregnenolona lo que origina la 17-OH pregnenolona, la cual se transforma en
dehidroepiandrosterona por accion de la enzima 17, 20-liasa, localizada en el reticulo endoplasmico
(Lemus y Pérez, 2003: Tresguerres, 2010). La reduccién del C-17 de la cetona de la dehidro da lugar
a la formaciéon del androstendiol, en una reaccion enzimatica reversible. El paso final lo constituye la
biotransformacién de androstenediona a testosterona, que se cataliza por medio del sistema
enzimatico A%3 B-HSD y A* AS- isomerasa, localizado en la fraccion microsémica (Van Voorhis,
1999).

Y Biosintesis de estrégenos
Los estrogenos son compuestos de 18 atomos de carbono, caracterizados por la presencia de un
anillo A aromatizado, un hidroxilo en el C-3 y un grupo hidroxilo adicional o ceténico en el C-17
(Tresguerres, 2010: Smith, 1999).

La sintesis de estrogenos utiliza como intermediarios a la androstendiona y testosterona
(Ganong, 2002; Lemus y Pérez 2003). Para ello, la enzima citocromo P450 aromatasa (P450 arom)
cataliza la insaturacion y aromatizacion del anillo A y produce estrona a partir de la androstendiona.
La enzima 17 B-OH-esteroide deshidrogenasa convierte la androstendiona a testosterona y la
estrona en 17 B-estradiol. Las enzimas se encuentran localizadas en el reticulo endoplasmico de las
células de la granulosa, por lo que estas células son capaces de transformar los androgenos en
estrégenos (Smith, 1999; Van Voorhis, 1999).
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Figura 5. Sintesis de hormonas esteroides gonadales (Modificada de Van Voorhis, 1999).

Adriana Zdrate Pérez 14



> Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Marco Tedrico

v¢ Teoria de la doble célula doble hormona
La sintesis de hormonas esteroides en el ovario requiere la cooperacion entre las células de la teca
interna y las células de la granulosa, asi como de la participacion de la LH y la FSH, llamadas
también gonadotropinas (Smith, 1999; Van Voorhis, 1999; Yen, 2001).

La LH estimula en las células de la teca interna la conversion de colesterol a androstendiona
y testosterona, las cuales atraviesan la membrana basal y llegan a las células de la granulosa. Estas
células, tienen receptores a FSH, y al unirse a ellas estimulan el complejo enzimatico que daré lugar
a la aromatizacién de los andrégenos para la sintesis de estrogenos (Ganong, 2002; Tortora y
Derrickson, 2006; Ying y Zhang, 1999).

Célula tecal LH

5. Receptor
P Tl \
Gota lipidica Esteroidogénesis \ -
A £ < WU EUT
foliculo { Es'ijeges (\ R \
' . colesterol Sl s

Vena
ovérica
progesterona
androstendiona

Estradiol
vena
ovarica

RE liso Receptor

Célula
granulosa

Figura 6. Teoria de la doble célula-doble hormona. La unién de la hormona luteinizante (LH) a su receptor
localizado en las células tecales estimula la actividad del AMPc y la actividad enzimatica que convierte el
colesterol en androstenediona, la cual atraviesa la membrana basal para llegar a las células de la granulosa,
en donde la hormona estimulante del foliculo (FSH) se une a sus receptores, que estimulan la actividad
enzimatica de la aromatasa, encargada de convertir la androstenediona en estradiol (Tomada de
Tresguerres, 2010).
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Cuando las gonadotropinas se unen a sus receptores de membrana se activa la enzima
adenilciclasa, la cual estimula en el citoplasma la formacion de Adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
a partir del Adenosin Trifosfato (ATP). EI AMPc, actia como segundo mensajero intracelular, debido
a que no es capaz de inducir una respuesta celular por si solo, necesita interactuar con enzimas
dependientes, que se denominan proteinas cinasas (PKA), las cuales fosforilan otras proteinas
modificando la actividad metabdlica de la célula. De esta manera se activa o inactiva las reacciones
enzimaticas responsables de la sintesis de hormonas ovaricas esteroides (Hu et al., 2010; Lemus y
Pérez, 2003).

v Excrecion de las hormonas ovaricas esteroides
Las hormonas esteroides suelen convertirse en productos metabdlicos inactivos de excrecion en el
higado y rifion, Entre el 20 y 30 % de estos metabolitos se secretan en la bilis y se excretan de
manera subsecuente en las heces fecales, en tanto que el resto se descarga hacia la sangre y los
filtra el rifidn desde el plasma haciéndolos pasar por orina (Ying y Zhang, 1999). El estradiol se
degrada en compuestos de menor actividad, tales como el estriol y la estrona (Figura 7), mientras
que la progesterona es convertida por el higado en varios compuestos, uno de los cuales es el

pregnadiol inactivo que se excreta por la orina (Champe et al., 2006).

OH 0
—————————————————
. Ho/@§3 HO /Q:S

Estradiol Estrona

OH

. OH
HO ‘

Estriol

Figura 7. El estradiol, es metabolizado a estrona y estriol, para ser excretados por el higado y el rifidn
(modificada de Ganner, 2001).
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¥ Accion biolégica de las hormonas ovaricas esteroides
Los principales 6rganos blanco de la progesterona son las glandulas mamarias, el cerebro y el utero.
Estimula el ritmo de conversion de estradiol a estrégenos menos activos y disminuye la frecuencia
de LH sin afectar a FSH (Tresguerres, 2010); regula la apoptosis en células de la granulosa en la
etapa preovulatoria de la rata (Friberg et al., 2009). Los androgenos llegan a las células de la
granulosa, en donde a partir de ellos se lleva a cabo la produccion de estrogenos (Tresguerres,
2010).

Los estrdgenos estimulan el crecimiento de los foliculos ovaricos, crecimiento y desarrollo
del Utero, incrementan el flujo sanguineo uterino y sus contracciones espontaneas, regulan la
secrecion de gonadotropinas, inducen el comportamiento estral por efecto directo en ciertas
neuronas del hipotalamo; en la rata aumentan la proliferacion de las dendritas en las neuronas y el

numero de botones sinapticos en la rata (Ganong 2002; Tresguerres, 2010).

lll. Regulacion endocrina de las funciones ovaricas

La ovulacidén y la secrecién de hormonas ovaricas son reguladas por sefiales quimicas que

provienen del hipotalamo y la hipofisis.

La GnRH es un decapéptido cuya estructura primaria es pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-NHz (peso molecular de 1182.4) (Gomez-Prieto y Velazquez-Paniagua, 2002). En los
roedores se sintetiza en neuronas del area preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) (Arimura,
2000; Brown, 1994; Halasz, 2000).

La neurohormona 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. Continua su recorrido a través de la pars tuberalis hacia el plexo secundario; compuesto
por capilares ubicados en la parte distal de la adenohipdfisis. Alli, 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 circulacién general (Callejas, 2001; Guyton, 2006; Levy
et al., 2009).
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La liberacién de la GnRH desde el hipotadlamo 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
durante el ciclo estral (Kyeong-Hoon y Kaiser, 2006). EI estradiol estimula la expresion de
receptores gonadotrépicos en la membrana plasmatica de las células foliculares. Un foliculo maduro
cuando esta dotado de la poblacién adecuada de receptores gonadotropicos, es sensible alaLH Yy a
la FSH (Espey, 1999).

La naturaleza pulsatil de la secrecion de la GnRH resulta en la liberacion pulsatil de la FSH
y la LH (Gomez-Prieto y Velazquez-Paniagua, 2002). La FSH estimula el proceso de
esteroidogénesis ovarica, crecimiento y la maduracién folicular, mientras que, la LH estimula la

esteroidogénesis ovarica, ovulacién y la formacion del cuerpo luteo (Figura 8) (Callejas, 2001; Yao'y

Bahr, 1999).
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Figura 8. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. La sintesis y liberacion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), estimula la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH). Ambas gonadotropinas son liberadas al torrente sanguineo y llegan a los ovarios donde
estimulan la liberacién de las hormonas ovaricas y la ovulaciéon (Tomada de Levy et al., 2009).

Adriana Zdrate Pérez 18



Eiﬁ Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Marco Teorico

v Ciclo estral

El ciclo estral se presenta a partir de la pubertad y durante la vida reproductiva de las hembras, y es
regulado por el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. En la rata hembra, la duracién media del ciclo estral
es de 4 a 5 dias durante el cual se presentan cambios conductuales, morfofisiologicos, histologicos
y bioquimicos del aparato genital (Alvarez et al., 2009; Westwood, 2008). Durante el ciclo estral se
distingue la fase folicular y la fase luteinica. La fase folicular consta a su vez de dos fases: Proestro
y Estro, y la fase luteinica de Metaestro, llamado también Diestro-1 y el Diestro-2 (Caravaca et al.,
2005).

El estudio de la citologia vaginal mediante la toma de frotis vaginal es una herramienta que
se utiliza para monitorear el ciclo estral de la rata, debido a que el epitelio de la vagina responde a
los cambios en las concentraciones de progesterona y estrégenos en suero que se presentan
durante el ciclo estral (Killen y Schwartz, 1999). La caracterizacién de cada fase se basa en la
proporcion entre los tres tipos de células vaginal: células epiteliales, las células cornificadas y

leucocitos (Figura 9) (Marcondes et al., 2002).

La etapa del Proestro del ciclo estral se caracteriza por la presencia de células epiteliales
nucleadas (Hernandez, 2002). En la rata, los foliculos del ciclo anterior que daran lugar a la
ovulacién han madurado y ya se consideran como foliculos preovulatorios. Las células de la
granulosa de dichos foliculos comienzan a secretar grandes cantidades de estradiol, por ello, en la
tarde de esta fase sus concentraciones son muy elevadas y declinan rapidamente a lo largo de la
tarde del proestro hasta alcanzar concentraciones basales en la mafiana del estro (Figura 10)
(Blake, 1999).

La elevacion en las concentraciones plasmaticas de estradiol estimula la secrecion de
GnRH hipotalamica asi como las de gonadotropinas hipofisiarias (Freeman, 2006). La frecuencia de
secrecion GnRH aumenta en la fase folicular tardia y como resultado, la secrecién de LH y FSH

incrementa en la circulacion antes de la ovulacion (Blake, 1999).

La secrecion de LH y FSH comienza a incrementar simultaneamente entre las 14:00 y 15:00
h del Proestro y llegan a concentraciones maximas entre las 17:00 y 19:00 h, después de lo cual
descienden. En la madrugada del Estro, la LH se secreta en concentraciones basales desde las

primeras horas de esta etapa, mientras que la FSH presenta un segundo incremento y comienza a
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disminuir en la tarde de este dia. Ambas hormonas permanecen en concentraciones basales en los

siguientes dias del ciclo estral (Freeman, 1999).

El incremento de FSH que se presenta en la mafiana del Estro, estimula la seleccién de los
foliculos que van a culminar su crecimiento hasta la etapa preovulatoria en el proximo ciclo. La
seleccion de los foliculos inducida por la FSH se da a partir de los foliculos pequefios con antro
presente en el Diestro. Una vez que se han seleccionado los foliculos que alcanzaran la fase
preovulatoria, estos seran mas activos en su capacidad de secrecion hormonal, principalmente de

estrégenos (Dominguez et al., 1991).

Figura 9. Diferentes tipos de células presentes en frotis vaginales de cada etapa del ciclo estral de la rata
hembra. A) Diestro-1 con una proporcién igual entre leucocitos y células nucleadas 20X B) Diestro-2 con
predominio de leucocitos 20X C) Proestro con predominantes células nucleadas 20X D) Estro: contiene
células cornificadas 20X.
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En la etapa del Proestro, la concentracion de progesterona se incrementa inmediatamente después
de la oleada preovulatoria de gonadotropinas y regresa a concentraciones basales en la mafana del
Estro. Este incremento de progesterona evita que las concentraciones de LH y FSH vuelvan a
incrementar al siguiente dia, ademas, induce el comportamiento de apareamiento en la noche del
Proestro, relaja el cérvix uterino y permite que el liquido uterino sea liberado (Figura 10) (Killen y
Schwartz, 1999).

La elevacion de LH también actua como un sistema de retroalimentacion estimulante sobre
la prolactina, que posteriormente inhibira su secrecion (Freeman, 2006). La prolactina que se libera
por la tarde del Proestro; participa en la regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior (Freeman,
1999).

En la etapa del Estro predominan células epiteliales escamosas cornificadas, que carecen
de nucleo y un citoplasma altamente granuloso y de forma irregular (Herndndez y Gonzélez, 2002).
Durante la mafiana del Estro, los estrogenos se encuentran en concentraciones basales (Freeman,
1999; Yao y Barh, 1999).

La etapa que sigue al Estro se conoce como Metaestro o Diestro-1. En el frotis vaginal se
observan leucocitos, los cuales aparecen junto con un nimero significativo de células epiteliales
nucleadas (Marconde et al., 2002). En el ovario se observan foliculos en crecimiento con antro
pequefio (Westwood, 2008). Esta etapa se caracteriza por el desarrollo del cuerpo lUteo en el ovario
(Hernandez y Gonzalez 2002; Urroz, 1991).

La ultima etapa se llama Diestro-2 y en el frotis vaginal se observa gran cantidad de
leucocitos, y algunas células epiteliales nucleadas, en forma similar al Metaestro (Hernandez y
Gonzalez, 2002). Los foliculos ovaricos continian un proceso de desarrollo y aumenta el nimero de
foliculos con antro grande. La secrecion de estrégenos es mayor, mientras que las concentraciones
plasmaticas de FSH y LH son semejantes a las que se observan en el Metaestro. Las
concentraciones séricas de progesterona disminuyen progresivamente hasta alcanzar una
concentracion relativamente baja (Figura 10), ya que durante esta fase se da la regresion del cuerpo
luteo (lutedlisis) (Westwood, 2008). Esta etapa también se define como el periodo de quietud entre

los ciclos estrales (Urroz, 1991).
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Figura 10. Concentracidén de progesterona, prolactina, 17 B-estradiol, la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), obtenido del plasma periférico cada 2 horas de intervalo en cada dia
del ciclo estral de la rata. Cada punto representa la media + e.e.m. de la concentracion de hormona de 5 a 6
ratas. Las barras negras representan las horas de oscuridad en el que se encuentran los animales (18:00 —

06:00 h) (Tomada de Freeman, 2006).
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IV. Inervacion del ovario

El ovario de la rata recibe inervacion de tipo simpatico, parasimpatico, peptidérgica y sensorial. La
inervacion simpatica llega a través del nervio del plexo ovarico [(NPO), el cual viaja a lo largo de la
arteria ovarica e inerva el ovario, oviducto y del nervio ovarico superior [(NOS) que viaja por el
musculo liso del ligamento suspensorio e inerva ademas de la gonada al oviducto y Utero. Dichas
fibras llegan a la teca folicular, la glandula intersticial y estructuras vasculares (Aguado y Ojeda,
1984; D’ Albora, 1996; Dissen y Ojeda, 1999; Lawrence y Burden, 1980) (Figura 11). Los somas
neurales de estos nervios se encuentran en el ganglio celiaco, el ganglio mesentérico en los
ganglios situados a lo largo del plexo adrtico cerca de las arterias renales y de los nervios

esplacnicos lumbares (Dissen y Ojeda 1999; Gerendai, et al., 2002).

; NERVIO
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Figura 11. Inervacion del ovario (Tomada de Lawrence y Burden, 1980).
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¥ Nervio vago
La inervacion parasimpatica y sensorial llega a los ovarios por medio del nervio vago (Burden et al.,
1983; Gerendai et al., 2000). El nervio vago o décimo par craneal tiene ramas que inervan
estructuras a nivel cervical, toracico y abdominal (Leon et al., 2003; Noback, 1993). Lleva la mayoria
de las fibras nerviosas parasimpaticas que controlan las funciones de los 6rganos internos del

cuerpo, por ejemplo la frecuencia cardiaca, secrecion gastrica, el peristaltismo intestinal, entre otros
(Guyton, 1989).

Los cuerpos celulares de los nervios parasimpaticos se encuentran en el nucleo ambiguo
(motor branquial), nicleo motor dorsal del vago (motor visceral parasimpatico), nucleo del tracto
solitario (sensitivo visceral) y el nucleo espinal del Nervio Trigémino (sensitivo general) (Norgren y
Smith, 1988; Pauwels et al., 1998).

Nicleo del Tracto
N\

solitano \,

Niscleo motor dorsal del vago -7~
! 7 Nucleo ambiguo
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Ganglio nodoso ) \\~_//
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Nervio vago Derecho Nervio vago Izquierdo
Rama hepatca I

Rama accesona

Rama celiaca
Abdomen :

Rama gastnca 1zquerda
Rama gastnica derecha

Estomago

Figura 12. Se observa el origen del nervio vago y la distribucién que siguen los troncos vagales a nivel
subdiafragmatico en la rata (Tomada de Norgren y Smith, 1988).
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El nervio vago emerge del bulbo del tallo cerebral en varias raicillas que convergen en dos raices,
las cuales salen del craneo a través del agujero yugular, para alcanzar los musculos constrictores
de la faringe y los musculos intrinsecos de la laringe. En el cuello, el vago se halla entre la vena
yugular interna y la arteria carotida interna y desciende verticalmente dentro de la vaina carotida.
Desde la raiz del cuello hacia la regién caudal, el nervio sigue una via diferente en cada lado del
cuerpo, para alcanzar los plexos cardiacos, pulmonares y esofagicos. De este ultimo, se derivan
cinco ramas principales: la gastrica derecha, gastrica izquierda, la celiaca, celiaca accesoria y la
hepatica (Figura 12) (Norgren y Smith, 1988).

Las fibras del nervio vago transportan neurotransmisores como la sustancia P (SP), VIP, la
somatostatina (ST), neuropéptido Y (NPY), acetilcolina y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) (Calka et al., 1988; Gilbert et al., 1980; Inyama et al., 1986; Lewis y Travagli,
2001).

En las capas adventicias de las arterias pequefias del ovario de la rata, en el tejido
intersticial y en células tecales del foliculo en desarrollo, existen fibras nerviosas con SP y VIP
(Dees et al., 1986; Papka et al., 1985). En el ovario de ratas juveniles y peripuberales se han
localizado, fibras nerviosas que contienen SP, en la teca externa de los foliculos, en el tejido

intersticial y en mayor cantidad en la vasculatura ovarica (Dees et al., 1985).

El VIP participa en la regulacion de la secrecién de esteroides ovaricos. Su accion
especifica la ejerce en las células de la granulosa, en donde estimula la produccion de progestinas y
estrégenos (Davoren et al., 1985; Garraza et al., 2004). La estimulacién del VIP sobre la produccion
de estrogenos, puede ser el resultado del incremento de la actividad de la aromatasa (Davoren et
al., 1985). Ademas se le relaciona con la regulacion del crecimiento del foliculo, maduracién de

ovocitos y la ovulacion (Bruno et al., 2011).

Segun (Fritz et al., (2001), es posible que la acetilcolina regule la proliferacion celular y la
produccion de progesterona, ya que las células de la granulosa de los foliculos antrales, contienen

este neurotransmisor

EI NPY se localiza en el ovario de la rata dentro de las fibras nerviosas que suministran los

vasos sanguineos y los foliculo (Garraza et al., 2004), en el tejido glandular, estroma ovarico, asi
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como en el oviducto y en el utero (Stiernquist et al., 1983). Se relaciona con la secrecién de
progesterona por las células de la granulosa (Garraza et al., 2004), y su concentracion maxima se

observa junto con la secrecién preovulatoria de LH. (Jorgensen et al., 1991).

El Utero recibe informacién parasimpatica y sensorial por medio del nervio vago (Figura 13).
La inyeccion de marcadores retrogrados, peroxidasa de rabano, virus de la pseudorabia o
fluorogold; en el cuello del Utero y cuernos uterinos, resulta en aumento de células marcadas en el
ganglio nodoso y nucleo motor dorsal del vago (Collings et al., 1999; Ortega-Villalobos et al., 1990).
El marcador anterégrado, inyectado en el ganglio nodoso muestra la conexion del utero con el

SNC y que las neuronas vagales contienen receptores a estrogenos (Collings et al., 1999).
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Figura 13. Posible trayecto del nervio vago al ovario (Tomada de Collins et al., 1999).
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La inyeccion del virus de la pseudorabia en ovario de ratas, resulta en la marca de diferentes
estructuras del SNC, lo que no ocurre si se realiza la vagotomia, previo a la inoculacién del virus
(Gerendai et al., 2002). El soma de las neuronas de los nervios vagos que inervan al ovario, se
localizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos T10-
L2 (Burden et al., 1983).

“¢ Participacion del nervio vago en la regulacién de las funciones ovaricas
Efectos de la vagotomia en la rata adulta
La vagotomia abdominal bilateral en ratas Sprague-Dawley realizada en la mafiana del Proestro y
Estro resulta en alteracion del ciclo estral (Burden y Lawrence, 1977), que se caracteriza por
prolongados dias de diestro (de 10 a 20 dias) (Allen et al., 1985; Burden et al., 1981), ademés
resulta en disminucion de la hipertrofia ovarica compensadora (HCO) y de las gonadotropinas
(Burden y Lawrence, 1977; (Burden et al., 1986).

El nervio vago participa sobre el aumento del nimero de foliculos antrales en animales con
ovariectomia unilateral y el ovario derecho es mas dependiente que el ovario izquierdo En ratas
Sprague-Dawley, la seccion del vago derecho a nivel cervical; la bilateral a nivel abdominal en el dia
de Estro, inhibe el numero de foliculos antrales en el ovario derecho y no en el izquierdo. (Burden et
al., 1986).

El nervio vago participa en la regulacion del reclutamiento folicular. La seccion bilateral del
nervio vago en Proestro, incrementa la poblacion de foliculos medianos sanos, al evaluarse 24 y 28

horas después de la cirugia (Leonard et al., 1984).

La inervacion vagal modula de manera inhibitoria la respuesta de los ovarios a las
gonadotropinas. En ratas de la cepa ClIZ-V, evaluadas tres ciclos posteriores a la cirugia, la seccién
bilateral del nervio vago resulté en menor concentracion de las gonadotropinas en el suero en
comparacion con su grupo testigo. EI nimero de ovocitos liberados incremento significativamente,
asi como la poblacién de foliculos grandes. La seccién del nervio vago izquierdo resultd en
disminucion de la tasa de animales ovulantes (TAO) y el porcentaje de foliculos ovulatorios fue

mayor en el ovario inervado que en el denervado (Cruz et al., 1986).
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La vagotomia bilateral realizada en la mafana del Diestro en ratas con ovariectomia, evaluadas a
los 1,4, 7,14, 21 y 28 dias después de las cirugias, la concentracion de LH incrementd unicamente

en aquellos animales avaluados a los 7 y 21 dias (Allen et al., 1985).

Al analizar los efectos simétricos de la inervacion vagal, en ratas con ovariectomia unilateral
de la cepa ClIZ-V, se observé que el ovario derecho tiene mejor respuesta, para regular su sistema
compensador, que el ovario izquierdo. La seccion bilateral del nervio vago, en ratas con
ovariectomia derecha resulta en disminucion de la HCO. La seccién del nervio vago izquierdo en
animales con ovariectomia derecha (Ovx-D+Nv-I) aumenta la TAO, la HCO y el nimero de ovocitos
liberados. La seccion del nervio vago derecho en animales ovariectomia izquierda o derecha
disminuye la HCO (Chévez et al., 1986).

La influencia vagal sobre HCO, es relevante unicamente durante un corto periodo posterior

a la ovariectomi (Trkulja y Lackovic, 2001)

La vagotomia unilateral subdiafragmatica realizada al comienzo del ciclo estral (Estro y
Diestro 1), induce mas cambios en la ciclicidad estral y la ovulacién, que cuando se realiza en
Diestro 2 o Proestro. La TAO desciende cuando se secciona el nervio vago izquierdo en el dia del
Estro (Chavez et al., 1989).
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Justificacion

La ovulacion y la secrecion de hormonas ovaricas, son reguladas por el hipotalamo, la hipdfisis y la
inervacion que llega a los ovarios. El nervio vago es un puente de comunicacion entre los ovarios y
el sistema nervioso central, hay evidencias, de que a las 09:00 h esta via neural, modula la
respuesta ovulatoria de ambas gonadas, lo que depende de la etapa del ciclo estral. Es por ello que
en el presente estudio se analizaron los efectos agudos de la seccién subdiafragmatica del nervio
vago, en animales con o sin ovariectomia contralateral, realizada a las 9.00 h de cada etapa del ciclo
estral, sobre la concentracién de progesterona y 17 (-estradiol en el suero de los animales

sacrificados una hora después de las cirugias.
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Hipotesis

Dado que el nervio vago es una via de comunicacion entre los ovarios y el SNC y modula su
respuesta del ovario a las gonadotropinas, entonces, la denervacion de un ovario producida por la
seccion del nervio vago afectard de manera diferente e inmediata la concentracion sérica de
progesterona y 17 B-estradiol, lo que dependera de la etapa del ciclo estral en que se realice la

cirugia y de la presencia 0 no de ambos ovarios.
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Objetivos

¥ Objetivo General

Analizar la participacion del nervio vago a las 9:00 h de cada etapa del ciclo estral de la rata adulta,
sobre la secrecion de progesterona y 17 B-estradiol, en ratas con ovario izquierdo, derecho o ambos

In situ.

v Objetivos Especificos

1. Analizar si la laparotomia ventral en cada etapa del ciclo estral es un factor estresante que
altere de manera inmediata (una hora), las concentraciones de progesterona y 17 B-estradiol

en suero.

2. Analizar si el nervio vago participa en la regulacion de la secrecién de progesterona y 17

B-estradiol en un animal con ambos ovarios In situ en cada etapa del ciclo estral.

3. Analizar el efecto de la ovariectomia unilateral sobre la concentracion de progesterona y 17

B-estradiol en cada etapa del ciclo estral.

4. Analizar el efecto de la seccion del nervio vago izquierdo seguida o antecedida por la

extirpacidn del ovario derecho en cada etapa del ciclo estral

5. Analizar el efecto de la seccion del nervio vago derecho seguida o antecedida por la

extirpacidn del ovario izquierdo en cada etapa del ciclo estral.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembra virgenes, de tres meses de edad de la cepa ClIZ-V, mantenidas en

condiciones de fotoperiodo controlado con 14 horas luz y 10 de oscuridad (luces encendidas de

05:00 a 19:00 h) y con libre acceso al agua y alimento (Purina rat chow).

El ciclo estral de los animales se monitored mediante la toma diaria de frotis vaginal, so6lo se

utilizaron aquellos que presentaron al menos dos ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion:

Diestro-1, Diestro-2, Proestro y Estro.

Grupos experimentales

Los tratamientos experimentales (grupos de siete animales cada uno) se realizaron a las

09:00 h en cada etapa del ciclo estral.

Testigo absoluto. Ratas sin ninguna manipulacién (n=5) fueron sacrificadas a las 10:00 h

en cada etapa del ciclo estral.

Laparotomia ventral. Bajo anestesia con éter (aproximadamente 1 cm. por debajo de la
ultima costilla) se realizd una incision de la pared abdominal ventral, que incluy6 piel

musculo 'y peritoneo. Al finalizar se sutur6 la herida por planos.

Seccion unilateral del nervio vago. Este grupo de animales fueron sometidos a la
laparotomia ventral, se exteriorizd el estdbmago, se desplazd el higado y se expuso el
esofago, se localizaron los troncos vagales y se procedié a seccionar el nervio vago
izquierdo (Nv-l) o el derecho (Nv-D). Los 6rganos expuestos fueron colocados en su

posicion y finalmente se suturd la herida por planos.

Ovariectomia unilateral. A los animales se les realizo la laparotomia ventral y enseguida se
les extirp6 el ovario izquierdo (Ovx-l) o derecho Ovx-D). Al terminar la cirugia se sutur6 la

herida por planos.
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= Seccion del nervio vago y ovariectomia unilateral. A los animales se les realizd una
laparotomia ventral, se seccion6 el nervio vago izquierdo o derecho y se extirp6 el ovario

contralateral, (Nv-l + Ovx-D) o (Nv-D + Ovx-l).

En otro grupo se realiz6 primero la ovariectomia unilateral seguida de la seccion del nervio

vago izquierdo o derecho (Ovx-D + Nv-I) o (Ovx-I + Nv-D).

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados por decapitacion una hora después del tratamiento (10:00 h). Se
recolecto la sangre del tronco y se mantuvo durante 20 min. a temperatura ambiente. La muestra se
centrifugd a 3000 rpm x15 min., se separ6 el suero y almaceno a -20° C hasta la cuantificacion de

las hormonas.

Cuantificacion de progesterona y 17 p-estradiol

La cuantificacion de progesterona y 17 [-estradiol en suero se realizd por la técnica de
radioinmunoanélisis de fase sdlida, con un estuche obtenido (Coat-A-Count, USA), siguiendo la
metodologia habitual del laboratorio (Flores et al., 2005). La concentracién de los esteroides se
expresd en ng/mL de suero para progesterona (Curva patron: 0.00099, 0.08, 0.49, 1.88, 9.8, 18.7 y
40.0 ng/mL) y en pg/mL de suero para el caso de 17 B-estradiol (Curva patrén: 12, 24, 53, 145, 269,
538, 925, 1850 y 3657 pg/mL).

Analisis estadistico

Los resultados de las concentraciones hormonales fueron analizados mediante la prueba de “t” de
Student cuando se compararon dos grupos y por analisis de varianza multiple (ANOVA) seguida de
la prueba de Tukey para comparaciones multiples. Se consideraron como significativas aquellas
diferencias con una probabilidad menor o igual a 0.05.
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Resultados

Concentracion sérica de progesterona y 17 B-estradiol en animales intactos

En los animales intactos, la concentracion de progesterona en el suero a las 10:00 h fue semejante
en las etapas del Diestro y Proestro y menor en la etapa del Estro, mientras que la concentracidn de
17 B-estradiol fue mayor en la etapa del Proestro (Figura 11).
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Figura 11. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona (A) y de la de 17 B-estradiol (B)
en el suero de animales intactos sacrificados a las 10:00 h en cada etapa del ciclo estral.
*p<0.01 vs Estro §p<0.01 vs. D1, D2y E (ANDEVA seguida de Tukey).
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Concentracion sérica de progesterona y 17 B-estradiol en animales con laparotomia ventral

La laparotomia ventral en Diestro-1 y Estro resulté en mayor concentracién de progesterona en
relacion a la observada en animales intactos (Figura 12 A). Mientras que la concentracién 17 8-
estradiol no se modificd en ninguna de las etapas (Figura 12 B).
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Figura 12. Media * e.e.m. de la concentracién de progesterona (A)y de 17 B-estradiol (B) en el suero
de animales con laparotomia a las 09:00 h en cada etapa del ciclo estral cuantificadas una hora
después de la cirugia (10:00 h). * p<0.05 vs grupo con laparotomia (prueba de “t” de Student).
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Concentracion sérica de progesterona y 17 -estradiol en animales con denervacion vagal
unilateral

En los animales con ambos ovarios in situ y seccion del nervio vago izquierdo sélo en el dia del
Estro, se observd mayor concentracién de progesterona y 17 B-estradiol en suero, respecto a la
registrada en el grupo con laparotomia ventral (Figura 13 B). En contraste, la seccion del nervio vago
derecho Unicamente en la etapa del Proestro resultd en mayor concentracion de progesterona
(Figura 13 A).
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Figura 13. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona y la de 17 B-estradiol en animales con
laparotomia o seccion unilateral del nervio vago a las 9:00 h en cada etapa del ciclo estral y
cuantificados una hora después (10:00 h). *p<0.05 vs grupo con laparotomia ventral de la etapa
respectiva (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). Nv-I: seccion del nervio vago izquierdo, Nv-D:
seccion del nervio vago derecho.
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Concentracion sérica de progesterona y 17 B-estradiol en animales con ovariectomia
unilateral

La ovariectomia unilateral en cada etapa del ciclo estral resultdé en similares concentraciones

hormonales que las del grupo con laparotomia ventral (Cuadro 1).

Cuadro 1. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona y de 17 B-estradiol en el suero
de en animales con laparotomia ventral u ovariectomia unilateral a las 9:00 h en cada etapa
del ciclo estral y sacrificados una hora después.

Tratamiento n Diestro-1 n Diestro-2 n Proestro n Estro

progesterona (ng/mL de suero)

Laparotomia 7 38.7#4.3 7 26.5%4.2 7 14.943.2 7 220+25
Ovx-l 30.2+4 .4 7 23.2+3.5 7 27.6+4.6 23.9+3.4
Ovx-D 7 293+44 7 25.542.9 7 22.742.3 7 19424

D
~

17B-estradiol(pg/mL de suero)

Laparotomia 7 14.7£1.7 7 22.1+£3.4 7 45.517.6 7 14.6x1.2
Ovx-l 16.3+2.8 7 18.6+3.0 5 41.346.3 14.5+2.8
Ovx-D 7 130114 7 214124 5 41.746.6 7 19535

~
~

n= no. de animales
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Concentracion sérica de progesterona y 17 B-estradiol en animales con ovario izquierdo In
situ y seccion del nervio vago izquierdo
La seccion del nervio vago izquierdo seguida de la extirpacion del ovario derecho, (ovario izquierdo
In situ), en las etapas del Diestro-1 y Estro resultd en menor concentracion de progesterona en el
suero (Figura 14 A), sin cambios significativos en la concentracion de 17 B-estradiol, respecto al

grupo con seccion del nervio vago izquierdo (Figura 14 B).
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Figura 14. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona (A) y de la de 17 p-estradiol en animales
seccion del nervio vago izquierdo con o sin ovariectomia derecha a las 9:00 h en cada etapa del ciclo
estral y cuantificados una hora después (10:00 h). *p<0.001 vs grupo con Nv-I de la etapa respectiva.
Nv-I: seccion del nervio vago izquierdo, Nv-I+Ovx-D: seccién del nervio vago izquierdo seguida de
ovariectomia derecha.
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En los animales que primero fueron sometidos a la ovariectomia derecha y enseguida a la seccion
del nervio vago ipsilateral al ovario in situ, solo en el dia del Estro se observd mayor concentracion
de progesterona en el suero (Figura 15 A), mientras que Unicamente en la etapa del Diestro-1 resultd
en aumento de la concentracion de 17 B-estradiol en el suero, respecto al grupo con ovario izquierdo
In situ (Figura 15 B).
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Figura 15. Media * e.e.m. de la concentracién de progesterona y de la de 17 B-estradiol en animales
con ovariectomia derecha seguida o no de la seccion del nervio vago contralateral a las 9:00 h en cada
etapa del ciclo estral cuantificadas una hora después (10:00h). *p<0.05 vs grupo con Ovx-D de la
etapa respectiva (prueba de “t” de Student). Ovx-D: ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-l: ovariectomia
derecha seguida de la seccion del nervio vago izquierdo.
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En cuanto a los grupos con ovariectomia unilatera seguida de la seccién del vago derecho comparados con
animales a los que primero se les secciond el nervio vago izquierdo seguida de ovariectomia derecha. La
concentracion de progesterona resulté en disminucidn la concentracion de progesterona en los dias de

Diestro 1, Proestro y Estro. La concentracion de 17 B-estradiol resulté en disminucion en el dia de Diestro 1.
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Figura 16. Media * e.e.m. de la concentracién de progesterona y de la de 17 B-estradiol en animales
con seccion del nervio vago izquierdo seguida de la ovariectomia derecha a las 9:00 h en cada etapa
del ciclo estral cuantificadas una hora después (10:00h). *p<0.05 vs grupo con Ovx-D + Nv-l de la
etapa respectiva (prueba de “t” de Student). Ovx-D+Nv-I: ovariectomia derecha seguida de la seccion
del nervio vago izquierdo, Nv-I+Ovx-D: seccion del nervio vago izquierdo seguida de la ovariectomia
derecha.
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Concentracion sérica de progesterona y 17 B-estradiol en animales con ovario derecho In situ
y seccion del nervio vago derecho

En los animales con seccion del nervio vago derecho seguido de ovariectomia izquierda (ovario

derecho In situ) no se registré cambios significativos en las concentraciones séricas de las hormonas

esteroides ovaricas

Cuadro 2. Media * e.e.m. de la concentracion de hormonas esteroides en el suero de animales
con ovario derecho In situ con o sin seccion del nervio vago ipsilateral a las 9:00 h en cada
etapa del ciclo estral y sacrificados una hora después.

Tratamiento n Diestro-1 n Diestro-2 n Proestro n Estro

progesterona (ng/mL de suero)

Nv-D 7 350452 7 32.643.5 7 25.842.3 7 28928

Nv-D-Ovx-I 7  26.6+3.1 7 29.4+3.2 7 28.8+1.9 7 276+24
17B-estradiol(pg/mL de suero)

Nv-D 7 18.6+2.1 7 28.116.4 7 57.116.6 5 214124

Nv-D+Ovx-I 7 145427 5 24.2+4.3 5 37.615.2 7  36.0+11.3
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En el grupo de animales con ovario derecho In situ, en los que primero se extirp6 el ovario izquierdo
y luego se secciond el nervio vago derecho, no se registrd cambios significativos en las

concentraciones séricas de las hormonas esteroides ovéricas (Cuadro 2).

Cuadro 3. Media * e.e.m. de la concentracion de hormonas esteroides en el suero de animales
con ovario derecho In situ con o sin seccion del nervio vago ipsilateral a las 9:00 h en cada
etapa del ciclo estral y sacrificados una hora después.

Tratamiento n Diestro-1 n Diestro-2 n Proestro n Estro

progesterona (ng/mL de suero)
Ovx-l 6 302+44 7 23.2+3.5 7 27.614.6 7 239134
Ovx-I+Nv-D 7 35028 7 29.9+2.6 7 25.0£3.5 7 279433
17B-estradiol(pg/mL de suero)

Ovx-l 7 16.3+2.8 7 18.6+3.0 5 41.346.3 7 145+28
Ovx-l +Nv-D 7 122429 5 24.8+4.5 7 30.8+3.6 7 19.6+3.1

n= no. de animales, Ovx-I: ovariectomia izquierda, Ovx-l1+Nv-D: ovariectomia izquierda seguida de la seccion
del nervio vago derecho.
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Discusion de Resultados

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que el nervio vago modula la accion de las
gonadotropinas sobre la secrecidn de progesterona y 17-3 estradiol, lo que varia en funcién de la

etapa del ciclo en que se evalue.

Los cambios en la concentracién de progesterona observados en los animales con
laparotomia ventral, pueden ser explicados como una reaccion al estrés agudo provocado por la
anestesia y la cirugia. Los resultados confirman que los efectos del estrés dependen de la etapa y la
hora del ciclo estral en que se realice la cirugia (Gallegos, 2005; Santiago, 2012). Los factores
estresantes estimulan la secrecién de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) hipotaldmica,
la cual estimula la secrecion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) por la adenohipdfisis, la
cual estimula la secrecion de progesterona y glucocorticoides por las adrenales (Kalantaridou et al.,
2004). Otro factor que puede intervenir es la activacion de la inervacion de la pared abdominal y del
peritoneo. El peritoneo parietal es inervado por fibras sensoriales, mientras que el peritoneo visceral
recibe inervacion por parte de los nervios espinales y vagos, vias de informacién que envian sefiales
al sistema nervioso central (Tanaka et al., 2002). Ademas, los nervios vago inervan las gonadas y

glandulas adrenales, ambas secretoras de progesterona (Toth et al., 2008)

Los efectos de la seccion unilateral del nervio vago realizadas a las 09:00 h, son diferentes a
los observados en animales con el mismo tratamiento realizado a otras horas y dias del ciclo estral
(Esparza et al, 2011; Flores et al, 2005). En la corteza adrenal se encuentran neuronas
noradrenérgicas y que contienen NPY y VIP asociadas a células secretoras y a los vasos
sanguineos (Parker et al., 1992; Gerendai y Halasz, 1997). Algunas fibras vagales han sido
observadas en los ganglios suprarrenal y celiaco (Gerendai y Halasz, 1997; Toth et al., 1997).
Tomados en conjunto, nuestros resultados y los publicados por otros autores, a partir de esos
resultados se sugiere que la participacidn de la informacién que transcurre por los nervios vago en la
regulacion de la secrecién hormonal por parte de los ovarios es asimétrica y varia en funcién de las

horas y del dia del ciclo estral en estudio.
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La participacion de la inervacion vagal en la regulacion de la ovulacion también es asimétrica y varia
en funcion del dia y la hora del ciclo estral en estudio (Bonilla et al., 2011; Everardo et al., 2011;
Pimentel et al., 2010; Zarate et al., 2011).

Los cambios en la respuesta de los diferentes érganos a sefiales neuroendocrinas en
funcion de las horas del dia, son explicadas por la existencia de un reloj biol6gico localizado en el
nucleo supraquiasmatico (NSQ) y de relojes biol6gicos localizados en los diferentes drganos que
componen al organismo (Karatsoreos et al., 2007; Yoshikawa et al., 2009).La expresion de genes
reloj se han observado en el eje hipotalamo hipdfisis ovario, por ejemplo; en células del ovario,
utero, oviducto, células tecales y de la granulosa. Dichos genes reloj podrian estar involucrados en
la sintesis de esteroides ovaricos (Boden y Kennaway, 2006; Sellix y Menaker, 2010; Yoshikawa et
al., 2009).

Los resultados obtenidos en los animales con ovariectomia unilateral nos permiten sugerir
que en el horario de este estudio, cada ovario secreta la misma cantidad de progesterona y estradiol
a la circulacion. En contraste, los efectos de la ovariectomia unilateral realizada a otras horas de
cada uno de los dias del ciclo estral, dependen del ovario extirpado, la hora y el dia del ciclo estral
estudiado (Barco et al., 2003; Gallegos, 2005; Montiel, 2005; Santiago, 2012). Los ovarios tienen
diferente capacidad de reaccién para el mismo tipo de estimulo y tales diferencias se atribuyen a la
inervacion ovarica (Barco et al., 2003). En el ovario izquierdo existen mayor nimero de conexiones
neurales con estructuras como el nucleo del tracto solitario, el nucleo dorsal del nervio vago, el
grupo A5 noradrenérgico, los nucleos del rafé caudal, el nucleo paraventricular del hipotalamo y el
hipotalamo lateral (Téth et al., 2007). En conjunto, los resultados de nuestro estudio y de otros, nos
sugieren que la actividad secretora de cada ovario varia en funcion de la etapa del ciclo estral y de
la hora en que se evalue. Es posible que estas diferencias se relacionen con la expresion de genes

reloj del ovario.

Resultados de Flores et al., (2011), muestran que los cambios observados en la secrecion
hormonal en animales con seccidn unilateral del nervio ovarico superior seguida de la extirpacion del
ovario contralateral al nervio seccionado, son diferentes a los observados por la seccién del nervio
ovarico superior en animales a los que previamente se les extirpd un ovario. Un resultado similar

observamos nosotros, los cambios en animales denervados y ovario izquierdo in situ, (Nv-1+Ovx-D),
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fueron diferentes cuando se elimind primero el aporte hormonal y posteriormente el neural, (Ovx-
D+Nvx- 1), lo que muestra que la regulacién de la secrecion de hormonas esteroide cuantificadas,

también depende del orden en que se lleven a cabo las cirugias.

En conjunto, los resultados nos sugieren que se trata de dos modelos experimentales
diferentes, por lo que seria de esperar que los efectos también fueran distintos. También es posible
que en dichos cambios participen las adrenales, ya que neuronas del SNC contribuyen a la
inervacion transneuronal tanto de la adrenal izquierda como de la gbnada izquierda, se sugiere asi
que existe interaccién en los procesos de regulacion de la actividad funcional de los dos dérganos
(Toth et al., 2008). En nuestro caso, es posible que la seccion del vago estimule la liberacion de
acetilcolina ovarica, la cual estimula la liberacién de progesterona por parte de los foliculos antrales
(Fritz et al., 2001; Mayerhofer et al., 2003). Es importante considerar que el eje hipotalamo-hipdfisis-
gbnada e hipotalamo-hipdfisis-adrenal, se encuentran estrechamente conectados a diferentes
niveles y se afectan entre si (Toth et al., 2008). Los nervios vagos establecen conexiones neurales
con las glandulas adrenales a nivel del ganglio celiaco (Berthoud y Powley, 1993; Coupland et al.,
1989). La actividad del ganglio celiaco y la comunicacion que establece con los ovarios, varia en

funcion del dia del ciclo estral y del ovario en estudio (Moran et al., 2005).

Con base al conjunto de resultados y antecedentes mencionados la participacion de los
nervios vago en la regulacion de las funciones de los ovarios es de forma asimétrica, varia durante
los dias del ciclo estral y de las horas de cada dia. A las 09:00 h la participacion del nervio vago
izquierdo es mayor que el derecho. Por lo que sugiero que la informacion que llega a los ovarios
por las fibras VIPérgicas y NPY positivas a esta hora del dia tiene mayor frecuencia y amplitud en
el vago izquierdo que en el derecho. Dado que al presente no hay datos experimentales sobre la
simetria de los neurotransmisores que viajan por ésta via neural (Thoth et al,, 2007), es necesario
realizar estudios complementarios que involucren, la cuantificacién de neurotransmisores, presentes

en los nervios vago, con sus propios receptores localizados tanto en adrenales como en ovarios.
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Conclusiones

La laparotomia ventral realizada a las 09:00 h, es un factor estresante que resulta en

cambios en la concentracion de progesterona en la etapa de Diestro 1y Estro.

El nervio vago izquierdo, en animales con ambos ovarios In situ, modula de manera

inhibitoria la secrecidn de progesterona y 17 B-estradiol en la etapa de Estro.

El nervio vago derecho en animales con ambos ovarios In situ modula de manera inhibitoria

la secrecion de progesterona en el dia de Proestro.

El nervio vago izquierdo en animales con ovariectomia derecha, modula de manera

inhibitoria la secrecion de progesterona en el Estro y de 17 B-estradiol en el Diestro 1.

La ovariectomia derecha en animales con seccion del nervio vago izquierdo, modula de

manera estimulante la secrecion de progesterona en el Diestro 1y Estro.

El Ovario derecho tiene diferente capacidad de respuesta a la falta de informacion neural

proveniente del nervio vago izquierdo en el Diestro 1 Proestro y Estro.

A las 09:00 h la participacion de los nervios vago en la regulacion de secrecion de

progesterona y 17 -estradiol es de forma asimétrica y varia durante los dias del ciclo estral.
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