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RESUMEN

La ovulacién no soélo es regulada por la informacion que proviene del hipotalamo y la
hipdfisis, ya que existen evidencias de que en la rata, la ausencia de una o ambas
adrenales por la tarde y noche durante el ciclo estral resulta en alteraciones de la
ovulacion. En el presente estudio se analizé si dicho efecto también ocurre por la

mafana de cada etapa del ciclo estral.

Para ello, a ratas hembra adultas y ciclicas mantenidas en condiciones
controladas de bioterio, se les extirpo la adrenal izquierda (Adx-1), derecha (Adx-D) o
ambas (Adx-B); y como grupos de comparacion se utilizaron animales intactos o con
laparotomia ventral. Las cirugias se realizaron a las 07:00, 09:00 u 11:00 horas de
cada etapa del ciclo estral. Todos los animales fueron sacrificados al siguiente Estro
vaginal y se cuantificé el numero de ovocitos liberados por cada ovario (con lo que se
determind el Porcentaje de Animales Ovulantes [PAQ]), y la masa de los ovarios, el
utero y las adrenales (mg/100 g peso corporal). También se analizé la ciclicidad

posterior a la cirugia.

En comparacién con el grupo intacto, la laparotomia a las 7:00, 9:00 u 11:00
h, no alter6 la respuesta ovulatoria. En la etapa del Diestro-1 la extirpacion de
ambas adrenales resulté en disminucion en el numero de ovocitos liberados por el

ovario izquierdo con respecto a la adrenalectomia izquierda (Adx-I).

A las 9:00 h, la Adx-B en D-1 disminuyd el PAO del ovario izquierdo con
respecto a la del grupo con laparotomia, mientras que dicha respuesta se presentoé en

el ovario derecho cuando la cirugia se realizé en P.

La Adx-B en D-1 resultd en disminucién del PAO por el ovario izquierdo, lo
mismo que el PAO del ovario derecho cuando la extirpacion de ambas adrenales

se realizé en D-1 o P, respecto a la del grupo con laparotomia.

Nayeli Martinez Mufioz
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Con base en estos resultados, sugerimos que por lo menos en estos horarios:

+ Ambas adrenales estimulan el proceso de ovulacién y los ovarios son mas sensibles
en las etapas del D-1 y P, ante la ausencia de la informacién proveniente de dichas

glandulas.

+ La informacion que proviene de una sola adrenal en la mafana del ciclo estral provee
el ambiente hormonal necesario para culminar correctamente el proceso de ovulacion

y mantiene la ciclicidad de los animales.
+ La adrenal izquierda como la derecha, tienen la misma capacidad de hipertrofia

compensatoria y dicha regulacion se puede dar a partir de las 72 hrs después de la

adrenalectomia.

Nayeli Martinez Mufioz
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INTRODUCCION

Los ovarios tienen las funciones de producir y desarrollar ovocitos y secretar las
hormonas necesarias para preparar el aparato reproductor para la fertilizaciéon y la
implantacion del embrién. Dichas funciones estan reguladas por sefiales quimicas
provenientes del hipotalamo y la hipdfisis: el hipotalamo sintetiza la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH) y la libera en la eminencia media, donde es
transportada por el sistema portal hipotalamico-hipofisiario a la pars distal de la
adenohipdfisis. Ahi se une a los receptores de membrana en los gonadotropos y
estimula la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Estas gonadotropinas son liberadas hacia el torrente sanguineo y

llegan a los ovarios estimulando sus funciones

Ademas de la regulacién neuroenddcrina a través del eje hipotalamo-hipéfisis-
ovario, las glandulas adrenales tienen influencia sobre la regulacién de la ovulacion
Se ha mostrado que por la tarde

del ciclo estral dicha influencia puede ser diferente y depende de la hora y dia del ciclo

estral analizado

Ya que no se tienen evidencias de la participacion de una o ambas adrenales
en el proceso de la ovulacion por la manana del ciclo estral, el presente estudio se
realizo con el objetivo de analizar la respuesta ovulatoria, la ciclicidad y la masa de los
ovarios, el utero y las adrenales en animales a los que se les extirpé una o ambas

adrenales a las 7.00, 9:00 u 11:00 h en cada etapa del ciclo estral de la rata.

Nayeli Martinez Mufioz
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MARCO TEORICO

EJE HIPOTALAMO HIPOFISIS OVARIO

El hipotalamo es un componente filogenéticamente antiguo y estable del sistema
nervioso central (SNC) y durante la evolucién de los mamiferos presenta pocos

cambios en su organizacién general o sus conexiones con otras areas encefalicas

Las neuronas hipotalamicas se forman a partir de la porcion ventral del diencéfalo

embrionario durante la segunda semana de la embriogénesis de los roedores

El hipotalamo esta situado ventralmente en relacion con los talamos derecho e
izquierdo, formando el suelo y la porcion inferior de las paredes laterales del tercer
ventriculo Hacia adelante esta delimitado por el quiasma
Optico, hacia atras por los cuerpos mamilares, a los lados por los surcos formados con

los I6bulos temporales y hacia arriba se separa del talamo por el surco hipotalamico

Para su estudio se describen tres zonas hipotalamicas: periventricular, medial
y lateral. La zona periventricular contiene la mayor parte de las neuronas que se
proyectan a la hipdfisis y esta involucrada en la regulacion de la secrecion de
hormonas de la reproduccién y la ovulacion; la zona medial consiste en una serie de
grupos celulares organizados rostrocaudalmente que reciben informacion de la region

limbica del telencéfalo; y las neuronas localizadas en la zona lateral estan dispersas

Nayeli Martinez Mufioz
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entre diversas fibras de la zona medial; ésta a su vez se divide en 4 regiones:

predptica, anterior, tuberal y mamilar (Cuadro1) (Simerly, 2004).

El hipotalamo coordina el conjunto de respuestas fisioldgicas de los érganos que
mantienen la homeostasis. Para lograrlo, integra sefiales que provienen del ambiente,
de otras regiones cerebrales y aferentes viscerales, para luego estimular las
respuestas apropiadas. Al llevar a cabo esta actividad influye sobre funciones
cotidianas como: la ingesta de alimentos, el gasto de energia, el peso corporal, la
ingesta y equilibrio de

liquidos, la presion sanguinea, la sed, la temperatura

corporal, el ciclo del sueno y vigilia y las funciones neuroendocrinas (IMolina, 2008).

Cuadro 1. Organizacion del hipotalamo (modificado de Simerly, 2004)

Predptica Anterior Tuberal Mamilar

Lateral

Lo

Zonas

Medial

Peri
ventricular

Zona periventricular

Nucleo Predptico
periventricular (PePo)
Organo vascular de la lamina
terminal (vo)

Nucleo predptico medial

(MnPO)

Zona Periventricular
Nucleo periventricular
Anterior (PeA)

Nucleo supraquismatico
(SCh)

Nucleo paraventricular (Pa)

Zona Periventricular
Nucleo tuberal

periventricular (Pel) Nucleo
arcuato (Arc)

Zona periventricular
NUcleo periventricular
posterior (PeP)

Nucleo tuberomamilar

dorsal

Nayeli Martinez Mufioz
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Zona medial

Area predptica medial (MPA)
Nucleo predptico medial (MPO)

Ndcleo anterodorsal predptico
(AD) Nucleo predptico
anteroventral (AV)

NUcleo Parastrial (PS)

Nucleo predptico posterodorsal
(PD)

Zona medial

Area hipotaldmica anterior
(AHA)

Nucleo hipotaldmico anterior
(AH)

Area retroquiasmatica (RCh)

Nucleo circular (NC)

Zona medial
Area tuberal (TA)
Nucleo ventromedial (VMH)

Nucleo dorsomedial (DMH)

Zona medial

Ndcleo premamilar dorsal
(PMD)

Ndcleo ventral premamilar
(PMV)

Nucleo mamilar medial
(MM)

Ndcleo mamilar lateral (LM)

Zona lateral
Area predptica lateral (LPO)

Ndcleo predptico magnocelular

Zona lateral
Area hipotaldmica lateral

(LH)

Zona Lateral

Nucleo tuberal (TU)

Zona lateral
Ndcleo tuberomamilar

ventral (TMV)

(MCPO)
Nucleo supradptico (SO)

Las células neurosecretoras que forman el hipotalamo sintetizan neurohormonas a las
que se les denomina hormonas liberadoras o inhibidoras. Estas se transportan por
los axones de las neuronas hasta sus terminales nerviosas localizadas en la eminencia
media, donde son liberadas y trasladadas por vasos portales hasta la pars distal de

la adenohipdfisis

En ratas, la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas
en inglés), es expresada por neuronas que se localizan principalmente en el area
predptica (POA), aunque algunas neuronas también se hallan en el hipotalamo medio
basal (MBH), pero no en el nucleo arqueado sino en el area hipotalamica lateral, cerca

de la superficie dorso-medial del tracto 6ptico y la base del hipotalamo

Dicha neurohormona es un decapéptido (piroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH2)

media.

el cual es vertido a la altura de la eminencia

Nayeli Martinez Mufioz
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La eminencia media, una prominencia de la linea media formada
progresivamente por una invaginacion lateral y ventral en el tallo infundibular

, tiene gran importancia fisioldgica, ya que es donde las neurohormonas
segregadas por el hipotalamo son liberadas en el lecho capilar portal, para ser
transportadas por el tallo hipofisiario a la parte distal de la adenohipdfisis. Se localiza
en el centro del tuber cinereum y esta formada por una extensa serie de vasos
sanguineos y terminaciones nerviosas. Su extremadamente rico aporte sanguineo
surge de la arteria hipofisaria superior, que envia muchas pequefias ramas que forman
bucles capilares que se producen predominantemente en direccion hipotalamo-

hipdfisis

La hipéfisis es el eslabon humoral entre el sistema nervioso y el endocrino

. Se localiza en la silla turca, cavidad ésea enla base del craneo,

y esta conectada con el hipotalamo por el tallo hipofisario. Para su estudio se divide
en dos porciones distintas: hipofisis anterior, también denominada adenohipdfisis o
I6bulo hormonal, que es el tejido epitelial glandular y la hipofisis posterior, llamada

también neurohipdfisis o I6bulo neural que es el tejido nervioso secretor

Entre ambas porciones existe una zona pequena y avascular denominada pars
intermedia (Figura 1); la cual puede faltar o estar reducida en
los animales de vida acuatica, inclusive en los mamiferos, y también puede faltar o
estar disminuida en los vertebrados carentes de cromatoforos funcionales. Parece
existir una relacion entre la tolerancia a la deshidratacion y el tamafio de esta porcion.
Es la responsable de la produccion de la hormona estimulante de los melanocitos

(MSH) la cual estimula la produccion de melanina en los vertebrados poiquilotermos

Nayeli Martinez Mufioz
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Adenohipdfisis  Neurohipdfisis

Figura 1. Estructura de la hipofisis (modificada
de http://www.genomasur.com/BCH/BCH libro/capitulo 11_htm; consultada el 2 de enero de
2015).

Una vez que la GnRH llega a la parte distal de la adenohipdfisis se une a sus
receptores de membrana localizados en las células gonadotropas y estimula la
secrecion de la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) y la Hormona luteinizante
(LH). Dichas hormonas, conocidas como gonadotropinas, estan formadas por la
subunidad a; que es idéntica en las tres glucoproteinas de la hipdfisis (FSH, LH y
hormona estimulante de la tiroides [TSH]), y la subunidad B; que le confiere la
especificidad y actividad biolégica a cada una de ellas. Las gonadotropinas son
secretadas a la circulacién sistémica y al llegar a los ovarios estimulan sus funciones
(Jeong y Kaiser, 2006; Palermo, 2007).

Las gonadotropinas ejercen sus efectos a través de la activacion de sus
receptores (Yen, 2001); los de la LH se localizan en la membrana plasmatica de las
células de la teca interna y en las células luteinicas de los cuerpos luteos, mientras

que los de FSH se situan en la membrana plasmatica de las células de la granulosa

Nayeli Martinez Mufioz
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El proceso de post-receptor que transmite la accidn de las

gonadotropinas en el nucleo de la célula se basa principalmente en la adenilato

ciclasa, la produccion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y la activacion de la

proteina quinasa (PKA)

Cuando la FSH se une a su receptor activa sefales celulares que conducen a
la maduracion de las células germinales y el crecimiento folicular ,ya
que en las células de la granulosa promueve la mitosis. Actua de manera sinérgica
con los estrogenos para incrementar e inducir el numero de receptores a LH, y
refuerza la capacidad de aromatizacion de los androgenos a estrégenos
En conjunto con la FSH y factores de crecimiento: como el factor de diferenciacion de
crecimiento 9 (GDF-9) el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGF) y el factor de crecimiento epidermal (EGF)

los estrogenos estimulan la proliferacion de las células de la

granulosa

Las células de la granulosa de los foliculos en vias de desarrollo no tienen
receptores ala LH ( y la FSH estimula la sintesis de los

receptores a LH en las células de la teca y de la granulosa de los foliculos antrales

En la rata, la FSH estimula la produccién de IGF-lI por las células de la
granulosa, el cual participa en la regulacion de la sintesis de andrégenos tecales
y estimula la actividad de la enzima aromatasa; responsable de la

conversién de andrégenos en estrogenos Y

junto con la activina, la maduracion del ovocito

Nayeli Martinez Mufioz
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La LH induce a la proteina de regulacion aguda esteroidogénica (StAR),
que media el suministro de colesterol a la membrana interna; igualmente potencia la

actividad enzimatica relacionada con el citocromo P450 para la sintesis de

pregnenolona y también induce la sintesis de 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17
a-hidroxilasa y 17, 20-ilasa . Ademas estimula la expresion de los

receptores a progesterona en las células de la granulosa

Los pequefios, pero constantes incrementos en la concentracion de LH, son
necesarios y suficientes para estimular, junto con FSH, el crecimiento y diferenciacion
de los foliculos antrales hasta el estado preovulatorio. La LH también estimula la
maduracion meiotica del oocito, la formacion del estigma, la ruptura folicular

, el mantenimiento de la funcion lutea y la sintesis de andrégenos en las

células tecointersticiales

OVARIO

En la rata, los ovarios se localizan cerca de los rifilones a lo largo del musculo lateral
y estan rodeados de grasa . En relacion con la pared lateral de la
pelvis, se localizan a cada lado del utero, y estan suspendidos por un

pliegue del peritoneo y por el ligamento suspensorio

Los ovarios son 6rganos pares recubiertos por mesotelio cubico simple; que en
ocasiones se denomina epitelio germinal y una tunica albuginea formada por tejido

conjuntivo. Se divide en una corteza y una médula; la corteza tiene foliculos en distintas

Nayeli Martinez Mufioz
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fases, asi como estructuras posteriores a la ovulacién; la médula tiene tejido conjuntivo

con vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas (Cui, 2011).

En la corteza del ovario se distinguen tres compartimientos funcionales: el folicular
compuesto por los foliculos en diferentes grados de desarrollo y diferenciacién, el
luteal formado por cuerpos luteos en desarrollo, y el tejido intersticial formado por los

foliculos atrésicos que tienen receptores a LH (Botella, 1995; Ross y Pawlina, 2007).

La médula (continuacion de la corteza) se localiza en el centro del ovario y esta
formada por tejido conectivo laxo con una gran cantidad de vasos sanguineos, vasos
linfaticos y fibras nerviosas que entran por el hilio del ovario, el cual se continua con el

mesoovario) (Figura 2) (Cui, 2011).

Figura 2. Seccion transversal de ovario de rata tefiido con tricromico de Masson.
Estructura general de un ovario de rata donde se muestra la corteza, la cual contiene foliculos
en diferentes etapas de desarrollo, y la médula formada por tejido conectivo que es altamente
vascular (modificada de
http://www.wesapiens.org/es/file/1093003/Estructura+general+del+ovario; consultada el 3 de
marzo de 2015).
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Las funciones de los ovarios son la liberaciéon de células germinales (ovulacion) y la
produccion de hormonas esteroides (progesterona [P4], testosterona y 17 B-estradiol

[E2]) y proteicas (inhibina, activina y folistatina)

Desarrollo folicular

La foliculogénesis de la rata se inicia cerca de la médula de la glandula; regién que

contiene mas, si no es que toda, la inervacién

Por inmunohistoquimica en el ovario en la etapa fetal (dia 19) o en el recién
nacido (menos de 15 horas después del nacimiento), se mostré la presencia de
nervios catecolaminérgicos, debido a que expresan la enzima tirosina hidroxilasa
(TH); limitante en la sintesis de las catecolaminas. Tales fibras inervan los vasos
sanguineos, mientras que otras se asocian con las células de los foliculos primordiales,
lo que sugiere que estas fibras regulan la funcién vascular, sin descartar su

participacion en la diferenciacion y desarrollo de los foliculos primordiales

El desarrollo de la inervacidon del ovario precede a la aparicion de la
foliculogénesis antes de que los foliculos adquieran la capacidad de respuesta a las
gonadotropinas. en mostraron que el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y la noradrenalina (NA) llegan a los ovarios, acoplados al
sistema de generacion de AMPc, y contribuyen al proceso de diferenciacion mediante
el cual foliculos primarios recién formados adquieren receptores a FSH y la capacidad

de respuesta a ella.

Nayeli Martinez Mufioz



=z Universidad Nacional Autbnoma de México Marco Teoérico

y colaboradores, en , mostraron que en la rata durante las
primeras 24 horas de vida postnatal se observan muy pocos foliculos primordiales.
Doce horas mas tarde hay alrededor de 500 foliculos por ovario; una cifra que se
duplicé hasta cerca de 1,300 durante las 12 horas posteriores. Estos resultados
evidencian que un periodo explosivo de diferenciacion folicular se produce entre el final

de los dias uno y dos después del parto.

La NA estimula la secrecion de P4 por las células de la granulosa y las células
luteales, mientras que la de andrégenos por las células tecales; via su unién a los
receptores - adrenérgicos. Las catecolaminas amplifican los efectos estimulantes de

las gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica

El NGF el cual es una neurotrofina se expresan en el ovario en desarrollo al
igual que sus dos receptores anclados a la membrana, antes de la organizacion de los
primeros foliculos primordiales; una de las funciones de NGF en el ovario en desarrollo
es la de facilitar el proceso de diferenciacion mediante el cual los foliculos en
crecimiento temprano se vuelven dependientes de gonadotropina durante la vida
postnatal y que lo hace mediante el aumento de la sintesis de receptores a FSH
(FSHRs)

Pedersen y Peters , han clasificado a los foliculos con
base en el tamano de los ovocitos, el numero de células de la granulosa y la morfologia

folicular (Figura 3):

v Quistes de células germinales (Tipo I)

v" Foliculos primordiales (Tipo Il)
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v" Primarios (Tipo Ill)

v" Secundarios (Tipo IV)

v" Preantrales (Tipo V)

v Antrales (Tipo VI)

Crecimiento independiente de gonadotropinas Crecimiento dependiente de gonadotopinas

Antral Freovulatorio

Primordial Primario Secundario

Clasificacion
Federsen

Talla I ] 1
ovocito (Um) <20 20-70 | I | 70

Figura 3. Clasificacion de los foliculos del roedor. De izquierda a derecha, el desarrollo
folicular postnatal comienza en la etapa primordial a la etapa antral. Antes de la formacioén de
antro, el crecimiento del foliculo es independiente de gonadotropinas hipofisiarias.
Clasificacion Pedersen (tipos 2-8) se muestra para cada etapa. También se indican
correspondientes diametros de ovocitos para cada tipo (modificada de Rajkovic et al., 2006).

3a 3b 4 5a &b 6,7 8

Los ovarios de ratones recién nacidos estan densamente poblados de ovocitos; la
mayoria de ellos sin evidencia de células de la granulosa circundante. Han sido
llamados ovocitos “desnudos”, quistes de células germinales, clusters, nidos o sincitios
y corresponden al tipo | de la clasificacion de Pedersen y Peters. El tamano de los

ovocitos es menor de 20 ym (Rajkovic et al., 2006).

Los foliculos primordiales se localizan en posicion mas céntrica y presentan

un ovocito que ha sido rodeado por las células escamosas pre-granulosas planas
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(Figura 4) (Rajkovic et al., 2006). Los primeros foliculos que inician su maduracién
son los que estan situados mas cerca del hilio en la zona medular del ovario, debido
a que es la primera region en ser inervada durante la etapa feto-neonatal
(Mayerhofer et al., 1997; Dissen y Ojeda, 1999).

En el dia tres postnatal son visibles los foliculos primarios con células
de granulosa en forma cubica y con ovocitos que superan las 20 ym. Estos foliculos
corresponden al tipo Il en la clasificacion de Pedersen y Peters (Figura 5) (Rajkovic
et al., 2006).

Figura 4. Foliculos primordiales en ovario de rata tefiidos con Hematoxilina y Eosina
(tomada de
http://www.wesapiens.org/es/class/1359766/file/3/Ovario%2C+fol%C3%ADculos+primordiale
s; consultada el 3 de marzo de 2015).
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Numerosos foliculos primordiales ahora han reemplazado un niumero sustancial de
quistes de células germinales en la periferia del ovario. En el dia 7 postnatal, la
mayoria de los quistes de células germinales han desaparecido y los foliculos
primordiales son el tipo folicular mas abundante; foliculos primarios y secundarios

estan presentes en la regién medular (Rajkovic et al., 2006).

Los foliculos secundarios corresponden al tipo IV (Figura 6). Se distinguen de
los foliculos primarios porque tienen mas de una capa de células de la granulosa y
han adquirido una capa de células somaticas adicional, la teca. La capa de células
tecales se forma alrededor de la membrana basal y se diferencia en teca interna y teca

externa (Rajkovic et al., 2006).

Figura 5. Foliculo primario en ovario de rata, aumento a 100 x, tefiido mediante la técnica
de hematoxilina y eosina (tomada de
http://www.ujaen.es/investiga/atlas/ovario/ovario100x1.htm; consultada el 11 de
noviembre de 2015).
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La teca interna es la capa vascular y tiene células secretoras de andrégenos
que se difunden hacia las células de la granulosa, donde se convierten en
estrégenos en respuesta a la FSH. La teca externa es una capa de tejido conjuntivo
externo que tiene colageno y algunas células escamosas pequefias, junto con
algunas células de musculo liso (Cui, 2011). El desarrollo de la teca también
coincide con el desarrollo de numerosos vasos sanguineos pequefos

presumiblemente a través de la angiogénesis (Rajkovic et al., 2006).

Figura 6. Foliculo secundario tenido con tricromico de Masson. Se observa teca interna y
externa, también la presencia de los cuerpos de «call exner

(tomada de

http://www.wesapiens.org/es/class/1359766/file/8/full _screen media/0/Ovario%2C+fol%C3%
ADcul o+secundario+(tard%C3%ADo; consultada el 3 de marzo de 2015).

El ovario de 14 dias postnatal tiene una apariencia similar a un ovario en el dia 7 con
multiples foliculos secundarios. Los foliculos también involucionan en esta etapa
debido a que no completan el desarrollo folicular por la falta de FSH en

concentraciones preovulatorias (Rajkovic et al., 2006).
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En los foliculos tipo V, el ovocito alcanza el diametro final, aproximadamente de
70 uym, y estan rodeados por varias capas de células de la granulosa que contienen
areas dispersas de liquido folicular. Con el tiempo dichas areas se unen para formar
la cavidad antral, en la que el liquido folicular contiene agua, hormonas esteroides y
proteicas, mucopolisacaridos , anticoagulantes,
gonadotropinas, factores de crecimiento, enzimas y electrolitos
Esto también divide las células de la granulosa en dos poblaciones: mural y cumulus;
las células de la granulosa que rodean el ovocito se llaman células de la granulosa
del cumulus, mientras que las células de la granulosa que recubren la membrana

basal se llaman células de la granulosa mural

Los foliculos antrales estan altamente diferenciados por sus estructuras
endocrinas y corresponden a los tipos VI-VIII en la clasificacion de Pedersen (Figura
7). Estos foliculos responden a las gonadotropinas y la secrecion preovulatoria de LH
desencadena la liberacion del ovocito que se encuentra en detencion meidtica, la
ruptura de la pared del foliculo y expulsion de los complejos cumulus-ovocito

. En la ultima fase de desarrollo, el foliculo aumenta su tamafio y se

seleccionan los foliculos que van a ovular

En roedores, el proceso de maduracion y diferenciacion del foliculo primordial

hasta el foliculo preovulatorio toma alrededor de 3 semanas
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Figura 7. Foliculo preovulatorio tefido con tricrbmico de Masson (tomada de
http://www.wesapiens.org/es/class/1359766/file/9/full screen media/0/Ovario%2C+fol%C3%
ADcul o+de+Graaf+(fol%C3%ADculo+maduro; consultada el 3 de marzo de 2015).

Atresia folicular

Durante la vida reproductiva, en el ovario se produce una alta tasa de apoptosis de las
células de la granulosa lo que conduce a la atresia del foliculo (Figura 8) (Kaipia vy
Hsueh, 1997).

La atresia folicular representa un proceso de seleccién de foliculos que asegura
la liberacion de ovocitos sanos y viables durante la ovulacién. Se puede presentar en
cualquier etapa del desarrollo folicular, sin embargo, los foliculos que se encuentran
en la primera etapa antral (foliculos con diametro de 400 ym) son mas susceptibles a
las sefiales apoptoéticas (Kaipia y Hsueh, 1997; Orisaka et al., 2006).

Para mantenerse con vida, las células probablemente dependen de sefiales de
supervivencia que actuan sobre receptores celulares; la suficiente exposicién de los

foliculos antrales a FSH es el estimulo mas importante para evitar la atresia y alcanzar
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la etapa preovulatoria. La hormona del crecimiento (GH), también afecta el crecimiento

y diferenciacion del foliculo y a menudo estimula la accién de las gonadotropinas

Ademas de las hormonas secretadas por la hipofisis, hay factores de crecimiento
producidos localmente tales como el IGF-I, el cual regula la foliculogénesis; el EGF y
el factor de crecimiento fibroblastico-basico (bFGF), ambos producidos por las células
foliculares, que inhiben la fragmentacion espontanea del ADN en foliculos
preovulatorios . EI GDF-9 in vitro estimula el crecimiento de los
foliculos ovaricos. La supresion de este factor frena la proliferacion de las células de
la granulosa y del foliculo ovarico, promueve el crecimiento anormal del ovocito y
promueve la actividad de la caspasa-3, que es la activa a las DNAasas cuya funcion
es fragmentar al acido desoxirribonucleico (DNA) en aproximadamente 250 pares de

bases, caracteristico de la apoptosis

En los foliculos atrésicos hay una menor produccion de estrégenos y como
consecuencia la concentracion del esteroide es baja en el liquido folicular, lo que indica
la importancia de los estrégenos locales para el mantenimiento de los foliculos sanos.
La P4, también puede inhibir la atresia ya que se ha mostrado que en cultivo disminuye
la apoptosis en células de la granulosa . Los androégenos
derivados de las células tecointersticiales participan en el desarrollo de los foliculos,
lo que depende de la etapa de desarrollo folicular. Se tienen evidencias de que in
vitro, estimulan el crecimiento de los foliculos preantrales y la mitosis de las

células de la granulosa provenientes de ratones

Fas es un receptor que contiene el dominio de muerte, se ha identificado en las
células de la granulosa durante las primeras etapas de atresia y Fas ligando se ha

detectado en el ovocito de los foliculos atrésicos
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Figura 8. Se muestra un foliculo sin nucléolo (foliculo atrésico). Aumento de 100x (tomada de
http://minerva.ufpel.edu.br/~mgrheing/cd _histologia/especial/ovario.htm; consultada el 3 de
marzo de 2015).

Owvulacion

La ovulacibn es un proceso biolégico que comienza cuando las hormonas
gonadotrépicas estimulan a los foliculos ovaricos maduros y termina cuando los

foliculos se rompen y liberan los ovocitos en el oviducto (Lawrence y JoAnne, 2006).

Antiguamente se explicaba la ruptura del foliculo como una simple
consecuencia del aumento de la presion interior, y que el ovocito era proyectado hacia
afuera a manera de explosion (De Alba, 1964); sin embargo, actualmente se sabe que
es una compleja red de interacciones entre el ovocito, las células de la granulosa, de
la teca, la hipdfisis y el hipotalamo (Rajkovic et al., 2006).
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La ovulacion comprende tres procesos fisiologicos: la finalizacidon de la division
de maduracién del ovocito; cambios en la pared del foliculo que lleva a su ruptura; y
los cambios en el modo de contacto entre las células de la granulosa seguido

por su transformacion en células luteales

El pico preovulatorio de gonadotropinas induce una reaccion inflamatoria
aguda que implica el estrato granuloso y las capas tecales de los foliculos maduros;
dicho proceso inflamatorio genera la actividad de proteasas en la granulosa y / o capas
tecales de los foliculos, y esta actividad proteolitica degrada matrices extracelulares
en el tejido conjuntivo en el ovario. Los elementos degradados disocian y rompen la
pared del foliculo bajo la fuerza de una presion intrafolicular constante, lo que resulta

en la liberacién del complejo ovocito celular cerrado cumulus

Luteinizacion

Tras la ovulacion, la parte restante del foliculo preovulatorio se transforma en cuerpo
luteo (Figura 9), que es una estructura endocrina transitoria altamente vascularizada
que secreta P4; esencial para la preparacion y mantenimiento del embarazo

. La pared del cuerpo luteo presenta pliegues y tiene células luteinicas de
la granulosa y de la teca. Las células luteinicas de la granulosa son de mayor tamano
y producen principalmente P4, mientras que las células luteinicas de la teca son
mas pequenas, pero también presentan caracteristicas de las células secretoras de

hormonas esteroides; estas células secretan sobre todo P4y androgenos
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Figura 9. Cuerpo luteo en un ovario de rata tefiido con Hematoxilina-Eosina (tomada de
Boya, 1996).

2.5. Sintesis de hormonas esteroides

Las hormonas esteroides producidas en el ovario son la P4, la testosteronay el E2,
pero también produce pequefias cantidades de estrona, androstendiona, 17 a-
hidroxiprogesterona. Estas hormonas derivan del colesterol, que se obtiene a partir de
tres fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre en forma de
lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de acetilcoenzima
Ay el que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas lipidicas

(Tresguerres, 2010).

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captacién del
colesterol lipoproteico, concretamente de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Existen receptores para las LDL en las células ovaricas y también hay sistemas
enzimaticos capaces de sintetizar el colesterol, el cual se transporta a las membranas
mitocondriales donde comienza la biosintesis de esteroides. Este proceso tiene

como factor limitante la produccion de pregnenolona catalizada por el enzima
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desramificante del colesterol (citocromo P450 CYP desramificante), que utiliza como

cofactores a la adrenoxina y flavoproteinas

En el cuerpo luteo, la biosintesis de esteroides sigue la via A-4, que lleva
aparejada la conversién de pregnenolola en P4 gracias a la enzima 3 B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD), mientras que en los foliculos es preferente la via A-5,
ya que las células tecales son capaces de metabolizar mas eficientemente la 17-

hidroxipregnenolona que a la 17-hidroxiprogesterona

La produccion de esteroides durante el ciclo estral esta en funcién del
contenido de cuatro enzimas clave, que son el CYP desramificante, la 33-HSD (3 beta-
HSD), la CYP 17-hidroxilasa (P450 17) y la CYP 19 (P450 aromatasa) ;
estas enzimas catalizan la conversion de colesterol a pregnenolona, de pregnenolona

a P4, de P4 a andrégenos y finalmente de andrégenos a estrégenos

El ultimo paso en la biosintesis de los estrogenos es la aromatizacion del anillo
A de los andrégenos estimulado por la enzima CYP 19 (P450 aromatasa), que se
localiza en grandes cantidades en las células granulosas; por lo que éstas son
capaces de transformar los andréogenos en estrogenos (Figura
10).

Los estrogenos son compuestos de 18 atomos de carbono caracterizado por la
presencia de un anillo A aromatizado y un grupo hidroxilo en el carbono 3, ademas de
un grupo hidroxilo adicional o cetdnico. EI mas importante de los estrégenos
secretados por el ovario es el 17 B-Estradiol. También secreta la estrona, ésta

procede fundamentalmente de la conversion extraglandular de la androstendiona
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en tejidos periféricos. El estrdgeno mas importante en la orina es el estriol (16-

hidroxiestradiol), y resulta del metabolismo de la estrona y del estradiol

Los esteroides ovaricos ejercen sus acciones en los organos diana
mediante su unidén a receptores especificos intracelulares, ya que gracias a su
naturaleza lipofilica, penetran liboremente a través de la membrana plasmatica y
difunden con facilidad dentro de la célula. El complejo estrogenos-receptor modifica
la transcripcidn genética y da lugar a toda una serie de procesos bioquimicos que

conduciran al efecto bioldgico

Se han descrito dos subtipos de receptores a estrégenos (ER), denominados ERa
y ErB. En cuanto a su distribucion en el organismo, el ERa se expresa en forma alta
o moderada en hipdfisis, rifdn, epididimo y glandulas adrenales, mientras que la
expresion de ERB es alta o moderada en cerebro, préostata, pulmoén y vejiga. Existe
una co-expresion tanto de ERa como de ERP en hueso, testiculo, ovario, utero y

mama

Efectos bioldgicos de las hormonas ovaricas

La Pstiene receptores fundamentalmente en el utero y en la gldandula mamaria. Actua
principalmente sobre un endometrio, previamente estimulado por el E2, durante la
primera fase del ciclo (fase proliferativa), para prepararlo para la nidaciéon. Disminuye
la amplitud y la frecuencia de las contracciones uterinas, y el utero reduce su
sensibilidad al estimulo contractil de la oxitocina. Disminuye la frecuencia de la

pulsatilidad de la LH, sin afectar a la FSH. Estimula el desarrollo final de los
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lobulillos y alvéolos de la glandula mamaria durante el embarazo

. A nivel de hipotalamico estimula la liberacién de la GnRH

Los estrogenos ejercen sus funciones al unirse a receptores intracelulares y

regular la transcripcion de genes especificos

Se ha demostrado que el area preodptica y la region ventromedial del hipotalamo
son zonas cerebrales con mayor concentracion de receptores de estrégenos; asi como
en zonas cerebrales dotadas de potentes conexiones con éste: como la amigdala, los
nucleos septales, el lecho nuclear de la estria terminal, la parte medial del nucleo del
tracto solitario y la porcién lateral del nucleo parabranquial. En las regiones
hipotalamicas del cerebro, los estrogenos inducen a receptores especificos de la
progesterona, como el area predptica, los nucleos ventromedial y ventrolateral y el

nucleo infundibulo-arcuato

Los estrogenos en el ovario ejercen una variedad de acciones fundamentales,
tanto en las células de la granulosa, como en las células tecointersticiales; en las
primeras promueven la division celular y desencadenan el efecto antiatrésico; ademas
desempefia un papel clave en la induccion de la formacién del antro y en el aumento
del contenido de receptores de estrogenos; promueven el crecimiento ovarico, la
formacion de los receptores de la LH y la FSH y el incremento de la actividad de la
aromatasa; la capacidad de los estrogenos de aumentar la actividad de la enzima
aromatasa responsable de su propia formacion explica el aumento preovulatorio

exponencial de las concentracioes circulantes de estradiol.
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Figura 10. Sintesis de hormonas esteroides gonadales. (1) CYP11A1, (2) CYP17-
hidroxilasa, (3) 17,20-liasa, (4) 17-p-OH-esteroide-deshidrogenasa, (5) 3 B-ol-
deshidrogenasa vy 04-5 isomerasa, (6) CYP19-aromatasa; (tomada de
https://cientificosas.files.wordpress.com/2011/10/colesterol.pong  consultada el 18 de
Noviembre del 2015).
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También incrementan el flujo uterino, hipertrofian las fibras uterinas por
incremento de las proteinas contractiles e incrementan la excitabilidad uterina
aumentando la frecuencia de los potenciales de accion de las fibras musculares
individuales. Los estrogenos estimulan la secrecién de angiotensinégeno y de la
proteina fijadora de tiroxina que de algun modo reflejan el efecto anabdlico de
proteinas que caracteriza a los estrogenos. Estimulan la conducta sexual en los
animales en la etapa de estro y la libido en el varon, a través de un efecto estimulante

directo sobre las neuronas hipotalamicas

Ademas estimulan las células endometriales para que produzcan moléculas
receptoras para otra hormona, la P4, como preparacion para los acontecimientos que
tienen lugar después de la ovulacién; en el parto estimulan las células musculares lisas
del miometrio para que secreten conexinas y receptores para la hormona oxitocina,
estas permiten que la actividad eléctrica generada en el musculo liso se propague para

que todo el miometrio se contraiga en forma coordinada

La Inhibina es una sustancia peptidica heterodimérica, constituida por las
cadenas a y B unidas por puentes de disulfuro. En el ovario se produce
fundamentalmente en las células de la granulosa, por lo que los foliculos mas grandes

producen mas, pero también se sintetiza en las células luteinicas

Existen dos clases de inhibina: la A y la B. En los foliculos ovaricos predomina

la inhibina A, que estimula la produccién de andrégenos por las células tecales y

pueden también ser un potente inhibidor de la proliferacion celular ovarica

La inhibina B se observa predominante en el suero durante el

Diestro-1 del ciclo estral de la rata y su funcion es la inhibicion selectiva de la expresion
del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la subunidad B de la FSH
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La activina, hormona de naturaleza proteica, estimula la secreciéon de FSH por
las células gonadotropas de la adenohipdfisis. En las primeras fases del desarrollo
folicular, las concentraciones de activina son mayores y van disminuyendo conforme
avanza la foliculogénesis, a la vez que se incrementa la secrecion de la inhibina y

folistatina

La Folistatina es una proteina monocatenaria que actua de la misma manera
que la inhibina, ligando la activina, con lo cual disminuye la accién biolégica de

esta ultima

Las concentraciones de las gonadotropinas y las de las hormonas esteroides en
suero, cambian con base en la hora y la etapa del ciclo estral. Por tanto, a continuacion
se describe su perfil de secrecién y los cambios que se presentan en el epitelio

vaginal de la rata a lo largo del ciclo.

CICLO ESTRAL

El término ciclo estral se refiere al evento fisiolégico ritmico que se observa en todos
los mamiferos (excepto en algunos primates) en el cual existen periodos regulares,
pero limitados de receptividad sexual (llamados estro); y son caracteristicos de cada
especie. Un intervalo ciclico se define como el tiempo a partir del inicio de un periodo

de receptividad sexual al siguiente o como el intervalo entre ovulaciones sucesivas
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Los términos que se utilizan para la descripcidn del ciclo estral se crearon
originalmente para describir las distintas fases del ciclo observadas en animales como

cobayos, ratas y ratones

La duracion del ciclo difiere notablemente de una especie a otra en los animales
domeésticos y suele ser constante dentro de cada especie y raza, aunque con

oscilaciones entre cada individuo

En la mayoria de las especies, la ovulacion tiene lugar de manera espontanea,
sin que sea necesario el apareamiento, mientras que en otras (como la coneja y gata),
la ovulacion es inducida o provocada, es decir, es necesario que sean cubiertas por el

macho para que se produzca la ovulacién

En el ciclo estral se distinguen dos fases, una fase folicular o estrogénica y una
fase luteinica; que constituye dos tercios de la duracion total del ciclo estral. La fase
folicular consta a su vez de dos fases: Proestro y Estro; y la fase luteinica de otras

dos: Metaestro (o Diestro-1) y Diestro (o Diestro-2)

Con respecto a la ciclicidad de las ratas, se sabe que aquellos animales que
muestran un solo ciclo consecutivo de cuatro dias de duracién, la probabilidad de que
el ciclo subsecuente tenga una duracion de cuatro dias es de un 70%; la
probabilidad después de dos ciclos es de 94% y la probabilidad después de tres ciclos
es de 92%

La fase de Estro es el periodo de celo en el que la hembra presenta los
patrones de conducta sexual caracteristicos (lordosis). La hembra permite el
acercamiento, la monta por el macho y la cépula con él. Como la ovulacion ha
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sucedido pocas horas antes, los évulos se encuentran en el oviducto y el foliculo que
ha liberado el ovocito comienza a estructurarse como cuerpo luteo, mientras tanto, una
nueva serie de foliculos primarios comienzan a desarrollarse. En la mucosa vaginal se
encuentran numerosas mitosis que desplazan a las capas mas superficiales (epitelio
escamoso Yy cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina (Figura 11). La
presencia de estas células en el frotis vaginal es indicativa de Estro y sefial probable

de ovulacion (Tresguerres, 2003).

Figura 11. Células epiteliales de la vagina de la rata, donde se muestra la estructura
cornificada. Células tefildas con Hematoxilina Eosina; aumento a 10X.

Las horas en la que la hembra presenta la etapa de Estro se encuentran bajo la
influencia de los estrogenos y la P4 (Thornton vy Finn, 1999) La Pay el E2se secretan
en concentraciones basales. En la madrugada del Estro se observa una elevacion
en la concentracion de la FSH (Figura 12), que se debe a la disminucion de la
secrecion de inhibina. Dicho aumento estimula el crecimiento folicular de un nuevo

grupo de foliculos (Freeman, 2006).
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Figura 12. Perfil de las concentraciones plasmaticas de progesterona, prolactina, estradiol,
hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH) durante los 4 dias del
ciclo estral de la rata. Las barras negras representan el periodo de oscuridad en el que se

).

encuentran los animales (18:00 — 6:00 h) (tomada de
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En Diestro-1, la mucosa vaginal entra en regresion y es invadida por leucocitos; en el
frotis del epitelio vaginal también se observan células queratinizadas (Figura 13)
(Caravaca, 2005).

Figura 13. Células epiteliales de la vagina de la rata donde se muestra la presencia de
abundantes leucocitos. Citologia tefida mediante la técnica de Hematoxilina y Eosina;
aumento a 10X.

Las concentraciones de E2 comienzan a elevarse en las ultimas horas del Diestro-
1. Se presentan dos picos de secrecion de la 20 a- hidroxiprogesterona (20 a-OH-
progesterona) y de la P4 en la vena ovarica durante el ciclo; el primer pico de P4 ocurre
durante la tarde y ambos esteroides probablemente se elevan durante formacion del
cuerpo luteo. En este dia, las gonadotropinas se secretan en concentraciones basales
(Figura 12) (Freeman, 2006).

En Diestro-2, la mucosa vaginal es muy delgada y los leucocitos que
emigran a través de ella constituyen la mayor parte de las células del frotis vaginal;
también se encuentran células epiteliales nucleadas (Figura 14) (Caravaca,
2005). En este dia predomina la influencia de la P4 luteinica sobre las estructuras
sexuales accesorias. El Diestro-2 se califica a menudo como la fase del cuerpo
amarillo (McDonald, 1983).
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Siempre y cuando no haya fecundacién, durante esta fase tiene lugar la
regresion del cuerpo Luteo (lutedlisis), que se produce por la insensibilidad del cuerpo
luteo a la LH secretada por la adenohipdfisis. Cuando hay fecundacién, el cuerpo
luteo estimula la secrecion de prolactina (PRL) (fase luteotréfica) (Hoar v Hickman,
1978). Las concentraciones de E2 se elevan en las primeras horas de esta etapa
(Figura 12) (Freeman, 2006).

Figura 14. Células epiteliales de la vagina de la rata, donde se muestra la presencia de
leucocitos. Citologia tefida mediante la técnica de Hematoxilina y Eosina; aumento a 10X.

En el Proestro, la células de la mucosa vaginal se dividen repetidamente por
numerosas mitosis y en el epitelio vaginal aparecen células epiteliales nucleadas
(Figura 15) (Rodriguez, 1993).

Los foliculos han adquirido el tamano preovulatorio y secretan grandes
cantidades de E2. Este esteroide ejerce un efecto estimulante (retroalimentacion
positiva) sobre la secrecion de gonadotropinas. La LH estimula la ovulaciéon vy la

luteinizacion del foliculo postovulatorio. El utero, por accién del E2, se hace
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extremadamente contractil. La copula sélo es permitida en el Proestro tardio con el
comienzo de la fase de oscuridad. En esta etapa involuciona el cuerpo luteo y por lo
tanto disminuyen las concentraciones de P4 en suero. La FSH estimula el crecimiento
del foliculo y aumentan las concentraciones de E2 que conducen al Estro (IVic Donald,
1983).

Las concentraciones de E2 aumentan desde el Proestro temprano, alcanzan
su maxima concentracion en la tarde de esta etapa y después llegan a
concentraciones basales por la noche. Las concentraciones de ambas
gonadotropinas presentan su maxima secrecion alrededor de las 17:00 h vy
disminuyen en la noche de la misma etapa. Las concentraciones de P4 se encuentran
basales en la mafiana del Proestro, pero alrededor de las 13:00 h aumentan hasta
alcanzar un maximo en la noche del Proestro y disminuyen hacia la madrugada del
Estro (Figura 11) (Freeman, 2006).

Figura 15. Células epiteliales de la vagina de la rata donde se muestra la presencia de células
nucleadas caracteristicas de la etapa del Proestro. Citologia tefiida mediante la técnica de
Hematoxilina y Eosina; aumento a 10X.

La testosterona (17-B-hidroxi-4-androsteno-3-ona) es secretada por los testiculos, los
ovarios y la corteza adrenal. Su nombre se deriva del griego andros, varén, y gennao,
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producir; ya que la génada masculina fue el sitio donde por primera vez se
identificaron estos compuestos. En las ratas con ciclo estral de 4 dias, la
concentracion de testosterona y androstenediona en el plasma periférico es similar a

la de estradiol

ASIMETRIA OVARICA

Existen evidencias de que la mayor parte de los 6érganos endocrinos pares presentan
asimetria. El término asimetria funcional hace referencia a las diferentes respuestas

que presentan el 6rgano derecho y el izquierdo ante el mismo estimulo.

Las diferencias entre los 6rganos derecho e izquierdo pueden observarse en
humanos y en los animales silvestres. También se ponen de manifiesto en
condiciones patolégicas o cuando los animales son sometidos a ciertos

procedimientos experimentales

La informacién disponible en la actualidad claramente indica que la asimetria
es un rasgo de la naturaleza y existe desde el nivel de las particulas elementales hasta
en las complejas funciones de los organismos; tal es el caso de las gonadas en las

que el ovario derecho se desarrolla antes que el de la izquierda

Existen estudios que sugieren una contribucion neural directa al control
endocrino y ademas una diferencia funcional en las dos mitades del hipotalamo en la

regulacion neuroendocrina
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El ovario derecho se desarrolla mas temprano que el izquierdo

En los mamiferos poliovulantes también se observan diferencias en la
capacidad ovulatoria por el ovario izquierdo y derecho; el ovario derecho de los ratones
produce mas ovocitos que el izquierdo, mientras que el ovario izquierdo de las ratas

libera en promedio seis ovocitos y el ovario derecho libera so6lo cuatro

Los tumores que se acompafan de hiperaldosterismo son mas frecuentes en
la adrenal izquierda que en la derecha, mientras que los tumores adrenales que
resultan de la aparicion del sindrome de Cushing son mas frecuentes en la adrenal

derecha

GLANDULAS ADRENALES

Las funciones de los ovarios no solo son reguladas por la informacién que proviene
del hipotadlamo y la hipdfisis, ya que se tienen evidencias de que la informacién que
proviene de las adrenales también modula la acciéon de las gonadotropinas en los

diferentes compartimientos de las gonadas.

Las glandulas adrenales son érganos pares que estan situadas inmediatamente
por encima de los rinones y estan constituidas por dos tejidos:
esteroidogénico y cromafin . Cada adrenal consta de corteza
(localizada en la parte externa) y médula (en la parte interna) recubiertas por una
capsula de tejido conectivo. Las diferencias de la funcion de la corteza y la médula
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adrenal se relacionan con las disimilitudes en su origen embrionario. La médula
adrenal se deriva del ectodermo de la cresta neural embrionaria, mientras que la

corteza adrenal se deriva del mesodermo

Corteza adrenal

La corteza se divide de tres zonas: zona glomerular, zona fascicular, y zona
reticular (Figuras 16 y 17). La corteza adrenal secreta hormonas esteroides llamadas
corticosteroides, o corticoides; como una contraccion de la palabra. Hay tres
categorias funcionales de corticosteroides: los mineralocorticoides, los

glucocorticoides y los esteroides sexuales como la progesterona y la testosterona

Los mineralocorticoides se producen en la zona glomerular y estimulan a los
rinones para que retengan Na+ y agua, mientras que excretan K+ en la orina. La
aldosterona es el mineralocorticoide mas potente. Estas acciones ayudan a
incrementar el volumen sanguineo y la presién arterial, y a regular el equilibrio de

electrolitos en la sangre

Los glucocorticoides tienen efectos sobre el metabolismo de la glucosa; estimulan
la gluconeogénesis, inhiben la utilizacién de glucosa en sangre, promueven la lipolisis
y la liberacidn consiguiente de acidos grasos libres hacia la sangre. El glucocorticoide
que predomina es el cortisol (hidrocortisona), que se secreta en la zona fascicular

y quiza también en la zona reticular
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Las funciones de las adrenales son reguladas por el hipotalamo y la hipdfisis

(Figura 18). El estrés activa al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, lo que supone el

aumento en la secrecion de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH), la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y los corticoides. La CRH inhibe la secrecion de

la GnRH y los glucocorticoides inhiben la secrecion de la LH hipofisaria y la secrecion

de la progesterona y los estrogenos ovaricos (Kalantaridou et al., 2004).
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secciones, corteza y médula, y las hormonas que sintetizan (modificada de Barretetal., 2013).
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Figura 17. Corte histologico longitudinal de una glandula adrenal donde se muestran las
diferentes secciones y las zonas de la corteza (tomada de Boya, 1996).

Con base en estudios clinicos y experimentales se sabe que la CRH es un mediador
de las respuestas endocrinas, autondmicas, conductuales e inmunoldgicas
relacionadas con el estrés (Yen et al., 2001). Se trata de un péptido de 41 aminoacidos:
Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-
Met-Ala-Arg-Ala-Glu-Gln-Leu-Ala-GIn-GIn-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-Glu-lle-

lle-NH2 (MW 4757.5) y es idéntica en el hombre y en la rata (Arimura, 2000; Yen et
al., 2001). La mayor parte de las terminales nerviosas que contienen CRH en la
eminencia media y el tallo hipofisiario provienen de las neuronas de la porcion
parvocelular del nuacleo paraventricular (Arimura, 2000; Halasz, 2000). Otros nucleos
que tienen células que secretan CRH se localizan en los nucleos supradptico, medial,
predptico periventricular y premamilar del hipotdlamo. Los somas celulares que
contienen CRH en algunas regiones extrahipotalamicas estan en el nucleo de la estria
terminal y la comisura anterior, el nucleo acumbens, el nucleo del rafé, el locus

coeruleus, el complejo vagal dorsal, entre otras (Arimura,2000; Halasz, 2000).
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La interaccién de la CRH con sus receptores sobre la membrana plasmatica de
los corticotropos, localizados en la pars distal de la adenohipdfisis, activan la
adenilciclasa e incrementa la concentracion de AMPc y el flujo transmembranal de
Ca?*, lo que resulta en la estimulacion de la secrecion de la ACTH) . El
contenido de la CRH en la eminencia media de la rata, presenta un ritmo diurno que
se caracteriza por ser bajo en la mafiana, incrementa gradualmente hacia la tarde y
alcanza su maximo en la noche. Este ritmo se correlaciona con el ritmo diurno de la

concentracion de corticosterona en plasma

Hasta el momento se han identificado dos receptores de CRH denominados CRH-
R1 y CRH-R2 . La ACTH es un péptido de 39 aminoacidos que
mantiene la estructura y el desarrollo de las adrenales, y es el estimulante inmediato
de la secrecién de las hormonas de las glandulas adrenales
Estrés (fisico,

emocional,
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Figura 18. Eje hipotalamo — hipdfisis — adrenal (tomada de ).
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5.1.1. Sintesis de corticosteroides

Las tres categorias de hormonas esteroides se derivan del mismo precursor, el
colesterol (Figura 19). Las vias biosintéticas del colesterol divergen en las diferentes
zonas de la corteza adrenal, de modo que se produce una categoria particular de

corticosteroide en una zona particular de la corteza adrenal

La corteza adrenal secreta de manera predominante esteroides C21 y C19y
la mayor parte de estos ultimos tiene un grupo ceto en posicién 17, por lo cual han
sido llamado 17-cetoesteroides. Los esteroides C21, poseedores de un grupo hidroxilo
en posicion 17 ademas de la cadena lateral, han sido denominados 17-

hidroxicorticoides o 17-hidroxicorticoesteroides

Los esteroides C21 tienen actividad tanto mineralocorticoide como
glucocorticoide por igual, mientras que los esteroides C19 muestran actividad

androgénica

El colesterol es el precursor de todos los esteroides. Se sintetiza a partir del
acetato, pero mucho de él se capta de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la
circulacion. El colesterol se esterifica y almacena en gotitas lipidicas. La hidrolasa del

éster de colesterol cataliza la formacion de colesterol libre en las gotitas del lipido

El colesterol se transporta a las mitocondrias por una proteina portadora de
esteroles; en ese sitio, se transforma en pregnenolona en una reaccion catalizada por
una enzima conocida como colesterol desmolasa o0 enzima de separacion de la cadena

lateral. Esta enzima, a semejanza de muchas que intervienen en la biosintesis de
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esteroides, es miembro de la superfamilia del citocromo P450 y también se le conoce
como P450scc o CYP11A1

La pregnenolona se desplaza al reticulo endoplasmico liso, en el que parte de
la misma es deshidrogenada para formar progesterona en una reaccién catalizada por
hidroxiesteroide 3B deshidrogenasa. En el reticulo endoplasmico liso, también
cataliza la conversidon de hidroxipregnenolona 17 a y la hidroxiprogesterona 17a y de
dehidroepiandrosterona en androstenediona (Figura 19). La hidroxipregnenolona
17a y la hidroxiprogesterona 17a se forman a partir de la pregnenolona y la
progesterona, respectivamente (Figura 19) por accion de la hidroxilasa 17a; se trata
de otra enzima de P450 mitocondrial y también se conoce como P450c17 o CYP17.
En otra parte de la misma enzima, se localiza la actividad de liasa 17,20 la cual rompe
el enlace 17,20 y convierte la pregnenolona 17a hasta formar 11-desoxicortisol; en el
reticulo endoplasmatico liso. Tales reacciones se catalizan por la hidroxilasa 21,

una enzima del citocromo P450, conocida también como P450c21 o CYP21A2

La 11-desoxicorticoesterona y el 11-desoxicortisol retornan a la mitocondria,
donde son 11-hidroxilados para formar corticoesterona y cortisol; ambas
reacciones se producen en las zonas fascicular y reticulada, y se catalizan por la
hidroxilasa 11, pero si tiene otra muy similar llamada aldosterona sintasa; es una

enzima del citocromo P450 y es conocida como P450c11AS o CYP11B2

La zona fascicular tiene mayor actividad de hidroxiesteroide 3 deshidrogenasa,
en comparacion con la zona reticular y esta ultima posee un numero mayor de los

cofactores necesarios para la expresion de la actividad de 17,20-liasa de la hidroxilasa
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17a. Como consecuencia, la zona fascicular produce mas cortisol y corticosterona y la

reticular mas andrégenos (Barret et al., 2013).

Gran parte de la dehidroepiandrosterona formada se convierte en su derivado

sulfatado (DHEAS, dehidroepiandrosterona sulfato), por accion de la sulfocinasa

adrenal, enzima hallada en la zona reticulada (Barret et al., 2013).
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Figura 19. Biosintesis de corticosteroides: mineralocorticoides, glucocorticoides y
andrégenos. 33- HSD, deshidrogenasa de 33-hidroxiesteroide (tomada de \Williams et al.,

2006).
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La médula adrenal

La médula es la porcidén central de la glandula adrenal y no presenta divisiones. Esta
compuesta por un parénquima de células grandes y palidas, de aspecto epitelial
(lamadas células cromafines), tejido conectivo, capilares sinusoides abundantes y

nervios

La médula adrenal de rata se compone principalmente de 2 tipos de células
cromafines que se caracterizan por el tipo de almacenamiento de granulos contenida
dentro del citoplasma; los granulos de nucleo denso contiene adrenalina y los granulos

esféricos mas difusos contienen adrenalina

El aporte sanguineo a la médula procede de las arterias adrenales, que irrigan
también la corteza. La circulacién de retorno tiene lugar por la vena adrenal del lado
derecho, que drena a la cava, y la del lado izquierdo, que desemboca en la vena

renal

La médula adrenal secreta las catecolaminas: dopamina, noradrenalina (o
norepinefrina) y adrenalina (o epinefrina) (Figura 20) . Dichas
hormonas actuan como elementos de control metabdlico para el individuo, en
situaciones de emergencia como el ayuno, la excitacién nerviosa y el ejercicio fisico

intenso

La secrecion de adrenalina depende principalmente de la médula adrenal,
mientras que el de la noradrenalina se produce en mayor proporcion por las neuronas

simpaticas posganglionares
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Figura 20. Sintesis de las catecolaminas (tomado de
; consultada el 20 de

abril de

2015).

6. INERVACION DE LA GLANDULA ADRENAL

Se ha considerado generalmente que la ACTH es el unico factor que controla la
secrecion de las hormonas de la glandula adrenal, sin embargo existe evidencia que
sugiere que los nervios también tiene un papel importante en la modulacion del eje

hipotalamo — hip&fisis — adrenal.

En la glandula adrenal de rata se ha mostrado inervacién preganglionar,

posganglionar, simpatica, parasimpatica y sensorial
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En dicha glandula la inervacion surge de dos fuentes: si el conjunto de nervios
tiene cuerpos celulares fuera de la glandula se define como extrinseca y el otro
conjunto de nervios que tiene cuerpos celulares en la médula se define como

inervacion intrinseca

La inervacion intrinseca se compone de células ganglionares situadas ya sea bajo
la capsula o dispersas entre las células corticales y medulares. Se considera que
surgen de las neuronas simpaticas que se han diferenciado de las células de la cresta
neural que han emigrado al primordio cortical durante el desarrollo. Estas células
ganglionares, ademas de ser positivas a acetilcolina (AChE), también contienen met-
y leuencefalina; neuropéptidos como neuropéptido Y (NPY) y VIP inmunorreactivas y
Oxido Nitroso sintasa (NO sintasa). Por tanto, estas células ganglionares pueden ser
tanto la fuente de fibras postganglionares simpaticas y parasimpaticas intrinsecas de

la glandula

Se ha mostrado que la mayor parte de las fibras que se proyectan a la médula son
fibras colinérgicas simpaticas preganglionares que surgen predominantemente de los

segmentos espinales T7-T9

La generalidad de las fibras externas que se proyectan hacia la adrenal es través
de los nervios esplacnicos. Después de penetrar la capsula se ramifican para formar
una amplia red subcapsular; de aqui fibras pasan a la corteza y a la médula para formar
nuevas redes que rodean las células de estas regiones. La inervacion intrinseca surge
de las células ganglionares distribuidas por toda la glandula en regiones subcapsular,

cortical y medular
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Se ha esclarecido el tema sobre la presencia de inervacion en la corteza adrenal

a partir de estudios fisioldgicos y bioquimicos tanto in vivo como in vitro
fibras noradrenérgicas simpaticas inervan principalmente la regién
subcapsular donde entran en contacto con las células adrenocorticales y los vasos
sanguineos, a su vez es atravesada por fibras simpaticas preganglionares en el
camino a la médula, también axones parasimpaticos postganglionares terminan en la

zona glomerular

Una gama de péptidos y aminas han sido identificados en los nervios que “inervan”
la corteza adrenal; estos incluyen al VIP, péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP), encefalina metionina, encefalina leucina, Sustancia P (SP), NPY,
Galanina, catecolaminas, NO-sintasa. La mayoria de las sustancias se producen en la
parte externa de la corteza y sélo rara vez son visibles en la zona fascicular o reticular,
es decir que se encuentran principalmente en la regién de la glandula que contiene los

componentes reguladores del sistema vascular

El 86% de la inervacion aferente que inerva a la médula adrenal se originan en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal, mientras que el 14% proviene del ganglio
sensorial vagal . Algunos nervios vagales adrenales eferentes vienen
directamente del nucleo motor del vago. Otras terminales vagales han sido localizadas

en los ganglios celiaco y suprarrenal

Los cuerpos celulares aferentes tanto del ganglio de la raiz dorsal y los ganglios
sensorial vagales que se proyectan hacia la médula adrenal, son fibras que contienen
SP y sensibles a la capsaicina . Esto nos

indicaria que la glandula adrenal también posee informacion sensorial.
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Aunado a esto, Toth y colaboradores en 2008 realizaron estudios utilizando la técnica
del doble etiquetado del virus de la pseudorabia en los que mostraron neuronas
marcadas en los nucleos caudales del rafé, el grupo celular noradrenérgico A5, el
nucleo paraventricular del hipotalamo, el hipotalamo lateral, ademas de nucleos
vagales como el nucleo del tracto solitario y el nucleo motor dorsal del vago, lo que

nos indica una via de comunicacion directa de la glandula adrenal con el SNC.

. REGULACION ENDOCRINA DE LAS FUNCIONES DE LOS OVARIOS Y DE LAS
ADRENALES

La informacion que proviene de las adrenales también forma parte de los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacién, lo que depende del dia del ciclo estral y la

hora en la cual se realiza el estudio.

, mostraron que la adrenalectomia bilateral
realizada entre las 8:00 y 12:00 h del Diestro-1 a hembras adultas de la cepa Holtzman
o Sprague-Dawley resulta en disminuciéon del numero de ovocitos liberados,
cuantificados un ciclo o 30 dias después de la cirugia. Con base en los resultados, los
autores propusieron que la informacion que proviene de las adrenales participa de

manera estimulante sobre la liberacion de ovocitos.

En nuestro equipo de trabajo, nos propusimos analizar si los resultados
obtenidos por Peppler y Jacobs son semejantes a lo observado en los animales que
s6lo mantuviesen una de las adrenales in situ, y si los resultados eran dependientes o

no de la hora del dia y de la etapa del ciclo estral en que se estudiaron.
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, mostré que en ratas de la cepa CIlIZV la adrenalectomia
bilateral realizada a las 13:00 h en las etapas del Diestro-1, Proestro o Estro resulta
en la disminucién de la tasa de animales ovulantes (TAO); sin alteraciones en el
numero de ovocitos liberados. En contraste, los animales con adrenalectomia
unilateral realizada en cualquier etapa del ciclo estral no presentaron cambios en la
TAO o la cuota ovulatoria. La adrenalectomia derecha realizada en el dia de Estro
resultd en el aumento del peso de la adrenal izquierda en comparacion a la del grupo
con laparotomia. Aunado a ello, en los animales con adrenalectomia bilateral realizada
en el dia de Diestro-1, el peso del utero fue mayor que el del grupo de animales con
laparotomia; la adrenalectomia uni o bilateral, no modificé el peso corporal, de los
ovarios y las adrenales en comparaciéon con lo registrado en los animales con

laparotomia.

Con base en esos resultados, la autora sugirié que: 1) las adrenales estimulan
el proceso de la ovulacion, 2) que es suficiente la presencia de una adrenal para que
el proceso de ovulacion se produzca de manera normal y, 3) que la capacidad

compensatoria de la adrenal izquierda es mayor que la de la derecha.

mostraron que a las 15:00 h la adrenalectomia
izquierda (Adx-l) realizada en Diestro-2 resultd en menor numero de ovocitos liberados
por el ovario derecho sin afectar la TAO, mientras que cuando la cirugia se realizé en
la etapa del Proestro se observo la disminucion de la TAO por el ovario ipsilateral y del
numero de ovocitos liberados por ambos ovarios. Por lo que los autores concluyeron
que la adrenal izquierda estd mas comprometida con la regulacion de la ovulacién

durante las 15:00 h que la derecha.

, mostraron que en ratas con adrenalectomia

izquierda (Adx-l) a las 17:00 h en Estro se presentdé menor porcentaje de animales
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ovulantes por el ovario ipsilateral (izquierdo), lo que también sucedié cuando la

adrenalectomia derecha (Adx-D) se realizé en Diestro-1. La Adx-I en la etapa de

Proestro trajo consigo menor numero de ovocitos liberados por el ovario ipsilateral.
Con base en ello, los autores propusieron que en la tarde, ambas adrenales participan
de manera estimulante en el proceso ovulatorio del ovario izquierdo, lo que depende

de la etapa del ciclo estral.

Cuando se realizd la adrenalectomia wunilateral a las 19:00 h,
independientemente de la glandula extirpada, se observa un decremento en el numero
de ovocitos liberados por los animales tratados en Estro o Diestro-1. Ademas de
ello, cuando se realiza la Adx-I en Diestro-1 se observa bloqueo total de la ovulacion.
Con base en ello, los autores propusieron que por la noche, la participacion de ambas
adrenales sobre la regulacion de la ovulacion es simétrica y estimulante, que se
modifica conforme progresa el ciclo estral y que en la etapa del Diestro-1 su presencia

es fundamental para la regulacion del desarrollo folicular

Con base en los antecedentes, el presente estudio tiene el objetivo de analizar
la participaciéon de una o ambas glandulas adrenales en la mafana de cada dia del
ciclo estral en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacién, ya que a la

fecha se desconoce dicha informacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de adrenales resulta en disminucion del numero de ovocitos liberados
cuando este parametro se evalua un ciclo estral o 30 dias después de la cirugia, y
también se ha mostrado que la ausencia de una o ambas adrenales en la tarde del
ciclo estral resulta en cambios en la ovulacion; lo que depende de la adrenal in situ, la

hora del dia y dia del ciclo estral en la que se realiza el estudio.

Ya que no se tiene informacion de la interaccion de las adrenales y los ovarios
en la mafana de cada etapa del ciclo estral sobre la ciclicidad y la ovulacion,
si estas interacciones dependen de la adrenal en estudio o si presentan un ritmo de
actividad, se analizaran los efectos de la adrenalectomia unilateral o bilateral en
diferentes horas de la manana de cada dia del ciclo estral de la rata adulta, sobre la
ciclicidad, el porcentaje de animales ovulantes, el numero de ovocitos liberados y la

masa de los ovarios, el utero y las adrenales.

HIPOTESIS

Dado que la ciclicidad, la ovulacion y la masa de los ovarios, el utero y las
adrenales es regulada por las hormonas que provienen del hipotalamo, la hipdfisis y
las adrenales, y que la ovulacion se modifica cuando se extirpan una o ambas
adrenales en la tarde del ciclo estral, entonces, la extirpacion de una o ambas
adrenales en la mafiana de cada dia del ciclo estral de la rata afectara la ovulacién
en el Estro inmediato al dia de la cirugia, lo que variara en funciéon de la adrenal in

situ, la hora y la etapa del ciclo estral en que se lleve a cabo el estudio.
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OBJETIVO GENERAL

» Analizar la participacion de las glandulas adrenales en la mafiana de cada etapa del
ciclo estral de la rata adulta sobre la ciclicidad, la ovulacion y la masa de los ovarios,

el utero y las adrenales.

Objetivos particulares

» Analizar si las interacciones entre los ovarios y las adrenales sobre la ciclicidad,
la ovulacion y la masa de los ovarios, el utero y las adrenales dependen de la adrenal

in situ y de la etapa del ciclo estral en estudio.

» Analizar si las interacciones entre los ovarios y las adrenales varian con base en

la hora del dia.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra, adultas, virgenes de tres meses de edad, de la cepa ClIZ-
V, mantenida en condiciones controladas de luz-obscuridad (luces encendidas de 5:00

a 19:00 h), con libre acceso al agua y al alimento.

Con el fin de monitorear su ciclo estral se les realiz6 frotis vaginal diariamente, y
solo se utilizaron aquellos que presentaron, al menos dos ciclos consecutivos de

cuatro dias: Estro, Diestro-1, Diestro-2 y Proestro.
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DISENO EXPERIMENTAL (n=7)

Analizar si las interacciones entre los ovarios y las adrenales sobre la ciclicidad,
la ovulacién y la masa de los ovarios, el Utero y las adrenales dependen de la

adrenal in situ, la hora del dia y la etapa del ciclo estral en estudio.

Con el fin de analizar si la ciclicidad, la ovulacion y la masa de los ovarios, el utero y
la adrenal in situ dependen de la adrenal en estudio, en cada una de las etapas
del ciclo estral un grupo de ratas fue anestesiado con éter y posteriormente se realizo
una incision ventral en el centro de la cavidad peritoneal, aproximadamente 1 cm
por debajo de la ultima costilla, para cortar piel, musculo y peritoneo (laparotomia
ventral). Posterior a ello, se procedié a mover higado, estbmago y bazo para
localizar la glandula adrenal izquierda y extirparla (Adrenalectomia Izquierda =
Adx-1); en otro grupo de ratas con laparotomia ventral se movio el higado para
localizar la glandula adrenal derecha y enseguida fue extirpada (Adrenalectomia
Derecha = Adx-D); y en un tercer grupo de ratas se extirpé primero la adrenal

izquierda y enseguida la adrenal derecha (Adrenalectomia Bilateral = Adx-B).

Como grupos control se utilizaron:

Grupo de Intactos (l): ratas ciclicas intactas fueron sacrificadas en el dia del estro
vaginal a las 7:00, 9:00 u 11:00 h para conocer el porcentaje de animales ovulantes,
el numero de ovocitos liberados por cada ovario, y la masa de los ovarios, el utero

y las adrenales.

Grupo de animales con Laparotomia (L): en cada una de las etapas del ciclo
estral un grupo de ratas fue anestesiado con éter y se realizé una incision ventral en
el centro de la cavidad peritoneal, aproximadamente 1 cm por debajo de la ultima

costilla, para cortar piel, musculo y peritoneo; sin tocar los 6rganos. Una vez
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Realizada la laparotomia se procedi6 a suturar la herida por planos. Se utilizé alcohol

yodado como antiséptico.

Analizar si las interacciones entre los ovarios y las adrenales varian con

base en la hora del dia.

Para llevar a cabo el segundo objetivo, las operaciones mencionadas en el

objetivo particular anterior, se llevaron a cabo a las 7:00, 9:00 u 11:00 h.

Procedimiento en autopsia

Después de haber realizado las diferentes cirugias, la toma de frotis vaginales se
reinicio un dia después de la cirugia, con el fin de conocer si se presentan
alteraciones en la ciclicidad. Cuando los animales estuvieron en estro vaginal fueron

pesados y sacrificados por decapitacion en la misma hora en que fueron operados.

En los oviductos (izquierdo y derecho) se verificd la presencia de ovocitos con
la ayuda de un microscopio estereoscépico. Los resultados del numero de ovocitos
se expresaron como los correspondientes a cada ovario o como totales (los liberados
por el ovario izquierdo [Ol] mas los del derecho [OD]). Con este resultado se calculd

el porcentaje de animales ovulantes (PAO).

Se disecaron los ovarios, el utero y las adrenales, y se pesaron en balanza de
precision (0.0001 mg). El peso de los 6rganos se expresd en miligramos por 100

gramos de masa corporal (mg/100 g M.C.).
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Los resultados del numero de ovocitos liberados y la masa de los 6rganos
fueron expresados como la media mas menos el error estandar de la media

(Media £ e.e.m.).

La hipertrofia compensadora fue calculada con el valor promedio de la adrenal
en estudio del grupo de animales con laparotomia, menos el valor promedio de la
adrenal in situ del grupo de animales en estudio, entre el valor promedio de la adrenal

en estudio del grupo de animales con laparotomia por 100.

Analisis estadistico

El numero de ovocitos liberados fue analizado por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba de Dunn, el numero de animales ovulantes y la ciclicidad por la
prueba de probabilidad exacta de Fisher. Los resultados de la masa corporal y de
los 6rganos se analizaron por la prueba de anadlisis de varianza multiple (ANDEVA),
seguida de la prueba de Tukey. Cuando fue necesario comparar los resultados de dos
grupos se utilizé la prueba “t” de Student. En todos los casos, se consideraron
significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad sea menor o igual al
5%.
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CIRUGIAS REALIZADAS A LAS 7:00 h

Animales Intactos

En los animales intactos, el porcentaje de animales ovulantes y el numero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo fue similar al del ovario derecho (Cuadro 1). De igual
forma, la masa de los ovarios y las adrenales del lado izquierdo es semejante a la del
lado derecho (Cuadro 2).

Cuadro 1. Porcentaje de animales ovulantes y media £ e.e.m. del niumero de ovocitos
liberados en animales intactos a las 7:00 h en el dia del estro vaginal.

2:Y0) Ovocitos 2:Y0) Ovocitos PAO Ovocitos

Ol oD OI+0D
Intacto 100 6.1+0.8 100 5.0£0.5 100 11.1£0.9

PAO: Porcentaje de animales ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho.

Cuadro 2.- Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los érganos en animales intactos a las
7:00 h del estro vaginal.

Grupo

Intacto (9 mg/100g M.C.
252.9+12.5 15.0+0.9 14.0x1.1 29.0x1.7
7 U Al AD Al+AD
mg/100g M.C.
128.6+7.8 12.2+0.5 11.9£0.6 24.1£1.1

MC: Masa corporal, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, U: Utero, Al: Adrenal izquierda, AD:
Adrenal derecha.
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Animales con Laparotomia

La laparotomia ventral realizada en cada etapa del ciclo estral no alteré6 el porcentaje
de animales ovulantes, ni el numero de ovocitos liberados respecto a la del grupo de

animales intactos (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Porcentaje de animales y media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados en
animales intactos o con laparotomia ventral a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y que
fueron sacrificados en el estro vaginal.

Ovocitos PAO Ovocitos PAO Ovocitos

TRATAMIENTO ETAPA PAO ol oD OI+0D

100 6.1+0.8 100 5.0+0.5 100 11.1£0.9

E
100 3411 100  6.1:1.2 100  9.6:1.3
|

Laparotomia D1 100 4.7+0.9 100 4.0+0.6 100 7.6+1.4

Laparotomia D2 100 4.4+0.6 100 5.9+1.0 100 10.3+1.2

Laparotomia P 100 7.4+0.9 100 5.3+1.2 100 12.0+1.1

PAO: Porcentaje de Animales Ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, E: Estro, D1:
Diestro-1, D2: Diestro-2, P: Proestro.

La laparotomia ventral en los diferentes dias del ciclo estral no afecté la masa corporal,

ni la ciclicidad respecto a la de los animales intactos (Cuadro 4).
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Cuadro 4.- Ciclicidad y media * e.e.m. de la masa corporal intactos o con laparotomia ventral
alas 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.

TRATAMIENTO ETAPA n MC AC
| @)

E 7
I
Laparotomia D1 7 242.7+7.2 717
|
Laparotomia D2 7 237.9+5.8 77
I
Laparotomia P 7 23816.7 77

MC: Masa corporal, AC: animales ciclicos, E: Estro, D1: Diestro-1, D2: Diestro 2, P: Proestro.

La laparotomia ventral no modificé la masa ovarica en ninguna de las etapas en que
fue realizada la cirugia (Grafica 1); sin embargo resulté en el aumento de la masa del
utero, independientemente de la etapa del ciclo estral (Grafica 2). Esta respuesta se
acompano de aumento en la masa de la adrenal izquierda cuando la laparotomia se
realizé en Diestro-2, lo que conllevé a un aumento en la masa adrenal; respecto a la

del grupo de animales intactos (Grafica 3).
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Masa de los ovarios

40.0

30.0

mg/100 g MC

10.0

0.0

Ol oD OI+0D

< Intacto Estro M Diestro-1 M Diestro-2 M Proestro

Grafica 1. Media + e.e.m. de la masa de los ovarios en animales con laparotomia a las 7:00 h durante
el ciclo estral. Ol: ovario izquierdo, OD: ovario derecho.

Masa del utero

*
* I * *

Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro

250

200

150

mg/100 g mc

50

2 Intacto M Laparotomia

Grafica 2. Media + e.e.m. de la masa del utero en animales con laparotomia a las 7:00 h durante el
ciclo estral. *p<0.05 vs. Intacto (Prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Nayeli Martinez Mufioz




vz Universidad Nacional Autdbnoma de México Resultados

Masa de Adrenales

40.0

30.0

mg/100 g MC
N
o
o

10.0

0.0

Al AD Al+AD

* Intacto Estro M Diestro-1 M Diestro-2 M Proestro

Grafica 3. Media £ e.e.m. de la masa de adrenales en animales con laparotomia a las 7:00 h durante
el ciclo estral. *p<0.05 vs. Intacto (Prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). Al: Adrenal
Izquierda, AD: Adrenal Derecha.

Animales con adrenalectomia unilateral o bilateral

En los animales que se les extirpd la adrenal izquierda (adrenal derecha in situ) no se
alteré el PAO, ni el numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Grafica 4),
derecho (Gréfica 5) o de ambos ovarios (Grafica 6). En contraste, en aquellos que se
les extirpo la adrenal derecha en el dia de Diestro-2 se observé aumento en el numero
de ovocitos liberados por el ovario izquierdo al ser comparada con la del grupo con
adrenalectomia izquierda (Grafica 4). La adrenalectomia bilateral en la etapa del
Diestro-1 resulté en la disminucion del numero de ovocitos liberados por el ovario

izquierdo con respecto al tratamiento de adrenalectomia izquierda (Grafica 4).
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Gréafica 5. Porcentaje de animales ovulantes y Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho en animales con adrenalectomia a las 7:00 h durante el ciclo estral.
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Gréfica 6. Porcentaje de animales ovulantes y Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por

ambos ovarios en animales con adrenalectomia a las 7:00 h durante el ciclo estral.

Nayeli Martinez Mufioz




i< Universidad Nacional Autébnoma de México

La masa corporal y la ciclicidad de los animales tratados no se vieron afectadas

en ninguna de las etapas del ciclo estral por ninguno de las cirugias (Cuadro 5).

Cuadro 5.- Ciclicidad y media + e.e.m. de la masa corporal en animales con Laparotomia o

adrenalectomia a las 7:00 n en cada etapa del ciclo estral.

TRATAMIENTO

| Adxl |
| Adx-D |
I

Las ratas con adrenalectomia bilateral en Diestro-2 presentaron aumento en la masa
del ovario derecho lo que se acompafnd de aumento en la masa ovarica, respecto a la
del grupo con adrenalectomia izquierda o derecha. La extirpacion de ambas adrenales
en Proestro resulté en aumento en la masa del ovario derecho y la masa ovarica con

respecto al grupo con adrenalectomia derecha (Grafica 8 y 9).
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Estas cirugias no resultaron en alteraciones en la masa del utero respecto al de

la laparotomia (Grafica 10).

En los animales con adrenalectomia derecha en Estro se observd aumento de
la masa de la adrenal derecha in situ; con una hipertrofia del 54% respecto a la del
grupo con laparotomia (Grafica 11). La adrenalectomia izquierda en la etapa de D-1
resultdé en un aumento de la adrenal remanente comparado contra la laparotomia; con
una hipertrofia del 39% (Gréafica 12).
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Grafica 7. Media + e.e.m. de la masa del ovario izquierdo en animales con adrenalectomia a las
7:00 h durante el ciclo estral.
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Gréfica 8. Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho en animales con adrenalectomia a las 7:00
h durante el ciclo estral. . # p<0.05 vs. Adx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey), © p<0.05 vs.
Adx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 9. Media * e.e.m. de la masa de ambos ovarios en animales con adrenalectomia a las 7:00
h durante el ciclo estral. . # p<0.05 vs. Adx-lI (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey) © p<0.05 vs.
Adx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 10. Media + e.e.m. de la masa del Gtero en animales con adrenalectomia a las 7:00 h
durante el ciclo estral.
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Grafica 11. Media + e.e.m. de la masa adrenal izquierda en animales con adrenalectomia derecha
alas 7:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (Prueba “t” de Student).
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Adrenal derecha (in situ)
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Grafica 12. Media + e.e.m. de la masa adrenal derecha en animales con adrenalectomia izquierda
alas 7:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (Prueba “t” de Student).
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CIRUGIAS REALIZADAS A LAS 9:00 h

Animales Intactos

En los animales intactos, el porcentaje de animales ovulantes y el numero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo fue similar al del ovario derecho (Cuadro 6). De igual
forma, la masa de los ovarios y las adrenales del lado izquierdo es semejante a la del
lado derecho (Cuadro 7).

Cuadro 6. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del numero de ovocitos
liberados en animales intactos a las 9:00 h en el dia del estro vaginal.

H Intacto H 100 ” 4.5+1.0

5.0£1.0 ” 100 H 8.1+9.3 H

PAO: Porcentaje de animales ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho.

Cuadro 7.- Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los érganos en animales intactos a las
9:00 h del estro vaginal.

Grupo |
(9) ________ _mg/100g M.C.
268.316.3 11.0£0.6 11.320.6 22.3+0.6
Intacto N4 U Al AD Al+AD
mg/100g M.C.
150.5+6.0 10.5+0.7 11.0£0.9 21.5+1.6

MC: Masa corporal, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, U: Utero, Al: adrenal izquierda, AD: adrenal
derecha.
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Animales con Laparotomia

La laparotomia ventral realizada en cada etapa del ciclo estral no alteré el porcentaje
de animales ovulantes, ni el numero de ovocitos liberados respecto a la del grupo de

animales intactos (Cuadro 8).

Cuadro 8.- Porcentaje de animales y media £ e.e.m. del numero de ovocitos liberados en
animales intactos o con laparotomia ventral a las 9:00 h en cada etapa del ciclo estral y que
fueron sacrificados en el estro vaginal.

Ovocitos Ovocitos Ovocitos
(o]| PAO (0])) PAO OI1+0D
85 4.5+1.0 85 5.0¢1.0 100 8.1+1.4

TRATAMIENTO ETAPA PAO
85  5.0%1.1 85  58:07 100  9.3%1.1
D1 71 64%15 57  30:09 71 8.842.1
D2 100 5313 100  3.7¢0.7 100  9.0+18

P 100  64+1.0 100  46:08 100  11.0:0.8

PAO: Porcentaje de animales ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, E: Estro, D1: Diestro-1, D2:
Diestro-2, P: Proestro.

La laparotomia ventral realizada durante el ciclo estral no modificé la masa corporal o
la cicicidad (Cuadro 9).
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Cuadro 9.- Ciclicidad y media = e.e.m. de la masa corporal en animales intactos o con
laparotomia ventral a las 9:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el
dia del Estro vaginal.

]

(9)

268.316.3 77

> E
Laparotomia 261.4+5.7 717
[ETEIGIGIGIER D1 263.417.4 717
[ELEIGIGINIEY D2 267.1+7.7 777
Laparotomia P 255.0+6.1 717

MC: Masa corporal, AC: animales ciclicos. E: Estro; D1: Diestro-1; D2: Diestro 2; P: Proestro.

La laparotomia ventral no modificé la masa de los ovarios (Gréafica 13) la masa del
utero (Grafica 14) y tampoco la masa de las adrenales en cualquiera de las etapas en

que fue realizada la cirugia (Grafica 15).
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Masa de los ovarios
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Grafica 13. Media + e.e.m. de la masa los ovarios en animales con laparotomia a las 9:00 h durante
el ciclo estral.*p<0.05 vs. Intacto (Prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). OI: Ovario
Izquierdo, OD: Ovario Derecho.
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Grafica 14. Media + e.e.m. de la masa del utero en animales con laparotomia a las 9:00 h durante el
ciclo estral.*p<0.05 vs. Intacto (Prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Masa de las adrenales
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Grafica 15. Media + e.e.m. de la masa de las adrenales en animales con laparotomia a las 9:00 h
durante el ciclo estral. *p<0.05 vs. Intacto (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). Al: adrenal
izquierda, AD: adrenal derecha.

Animales con adrenalectomia unilateral o bilateral

La falta de la adrenal izquierda o derecha durante el ciclo estral no modificé el
porcentaje de animales ovulantes, ni el numero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo o derecho (Graficas 16 a 18). Sin embargo, la extirpacion de ambas
adrenales en Diestro-1 trajo consigo disminucion del porcentaje de animales ovulantes
por el ovario izquierdo (Grafica 16), o por el ovario derecho cuando dicha cirugia se

realizé en Proestro (Grafica 17); en relacion a la de los animales con laparotomia.
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Grafica 16. Porcentaje de animales ovulantes y Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo en animales con adrenalectomia a las 9:00 h durante el ciclo estral. *p<0.005 vs.
Laparotomia (Prueba exacta de Fisher).
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Grafica 17. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados por el
ovario derecho en animales con adrenalectomia a las 9:00 h durante el ciclo estral. *p<0.005 vs.
Laparotomia (Prueba exacta de Fisher).
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La falta de una o ambas adrenales durante el ciclo estral no alteré la masa corporal o

la ciclicidad de los animales (Cuadro 10).

Cuadro 10.- Ciclicidad y media + e.e.m. de la masa corporal en animales con Laparotomia o
laparotomia en cada etapas del ciclo estral a las 9:00 h y sacrificados al estro vaginal.

7 262.9+55 717
E 7 246.1+12.3 717
[ Adx-D | 7 263.7+13.7 717
7 249.3+7.3 6/7
I D ]
7 268.1+8.2 717
[ Adx-l | D1 7 252.6+7.8 6/7
[ Adx-D | 7 257.4+8.8 717
7 269.4+7.9 417
[ O
7 284.0+7.6 717
| Adxl A 7 265.746.0 6/7
[ Adx-D | 7 244.6+11.6 717
7 255.7+3.7 717
I S R R
7 256.4+5.7 717
- 7 259.1%5.8 717
[ Adx-D | 7 268.1+6.9 717
7 249.7+3.5 717

MC: masa corporal, AC: animales ciclicos, Adx-I: Adrenalectomia lzquierda, Adx-D: Adrenalectomia Derecha, Adx-
B: Adrenalectomia Bilateral, E: Estro, D1: Diestro 1, D2: Diestro 2, P: Proestro.

La falta de la adrenal izquierda no se tradujo en cambios en la masa del ovario
izquierdo o derecho respecto a la del grupo con laparotomia (Graficas 19 y 20). A
diferencia de ello, la falta de la adrenal derecha realizada en la etapa del Diestro-1
resultdé en aumento del ovario izquierdo (Grafica 19), derecho (Grafica 20), lo que
conllevd a un aumento a la masa ovarica (Grafica 21) comparada contra la
laparotomia. La respuesta de los animales es diferente cuando se eliminan ambas
adrenales, ya que cuando ésta se realiza en Diestro-2 se traduce en aumento de la
masa del ovario izquierdo (Grafica 19); lo que conllevdé a un aumento en la masa

ovarica (Grafica 21) comparado tanto contra la laparotomia como contra la
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Adrenalectomia izquierda. Cabe mencionar que la masa del utero no se alteré por
ninguna de las cirugias (Grafica 22).

En los animales que mantuvieron la adrenal izquierda in situ (adrenalectomia
derecha) en el dia de Diestro-1, se presentdé aumento de la masa de la adrenal; con
una hipertrofia del 31% (Grafica 23). La adrenalectomia izquierda en la etapa del Estro
resulté en aumento de la masa de la adrenal in situ del 23% comparado contra la
laparotomia (Grafica 24).
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Grafica 19. Media + e.e.m. de la masa del ovario izquierdo en animales con adrenalectomia a las

9:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia; # p<0.05 vs. Adx-I (ANDEVA seguida de la
prueba de Tukey).
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Grafica 20. Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho en animales con adrenalectomia a las 9:00
h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 21. Media + e.e.m. de la masa de ambos ovarios en animales con adrenalectomia a las 9:00
h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia. # p<0.05 vs. Adx-l (ANDEVA seguida de la prueba
de Tukey).
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Masa del utero

250

200

150

mg/100 g MC

50

Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro

=i Laparotomia M Adx-I BAdx-D Adx-B

Grafica 22. Media * e.e.m. de la masa del utero en animales con laparotomia o adrenalectomia a las
9:00 h durante el ciclo estral.
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Grafica 23. Media £ e.e.m. de la masa de la adrenal izquierda en animales con adrenalectomia
derecha a las 9:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (Prueba “t” de Student).
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Grafica 24. Media + e.e.m. de la masa de la adrenal derecha en animales con adrenalectomia
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CIRUGIAS REALIZADAS A LAS 11:00 h

Animales Intactos

En los animales intactos, el porcentaje de animales ovulantes y el numero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo fue similar al del ovario derecho (Cuadro 11). De igual
forma, la masa de los ovarios y las adrenales del lado izquierdo es semejante a la del
lado derecho (Cuadro 12).

Cuadro 11. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del numero de ovocitos
liberados en animales intactos a las 11:00 h en el dia del estro vaginal.

Grupo PAO Ovocitos PAO Ovocitos PAO Ovocitos
(o] oD Ol+0D
Intacto 55 7.4+1.5 77 6.0£1.0 88 9.9+1.8

PAO: Porcentaje de animales ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho.

Cuadro 12. Media * e.e.m. de la masa corporal y la de los érganos en animales intactos a
las 11:00 h del estro vaginal.

(9) __ mg/00g M.C.
251.6+7.4 10.7+1.0 10.8+0.4 21.6+1.2

.\ AD AlI+AD
mg/100g M.C.

131.1+8.3 12+0.4 12.5+0.9 24.5%1.3

MC: Masa corporal, Ol: Ovario lzquierdo, OD: Ovario Derecho, U: Utero, Al: adrenal izquierda, AD:
adrenal derecha.
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Animales con laparotomia

La laparotomia ventral realizada en cada etapa del ciclo estral no alter6 el porcentaje
de animales ovulantes, ni el numero de ovocitos liberados respecto a la del grupo de

animales intactos (Cuadro 13).

Cuadro 13.- Porcentaje de animales y media £ e.e.m. del numero de ovocitos liberados en
animales intactos o con laparotomia ventral a las 11:00 h en cada etapa del ciclo estral y que
fueron sacrificados en el estro vaginal.

Ovocitos Ovocitos Ovocitos
(0]| PAO oD PAO Ool1+0D
55 7.4+1.5 77 6.0+1.0 88 9.9+1.8

TRATAMIENTO ETAPA PAO

B -
85  4.0#09 100 57407 100 9.121.1

D1 100  54+04 100 56%03 100  11.0:0.5

D2 100  54+06 100  56+1.3 100  11.01.2

P 100  5.0+1.2 100  4.1%1.2 100  9.1+15

PAO: Porcentaje de animales ovulantes, Ol: Ovario Izquierdo, OD: Ovario Derecho, E: Estro, D1: Diestro-1, D2:
Diestro-2, P: Proestro.

La laparotomia ventral durante el ciclo estral no modificé la masa corporal o la ciclicidad
(Cuadro 14).
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Cuadro 14.- Ciclicidad y media = e.e.m. de la masa corporal en animales intactos o con
laparotomia ventral a las 11:00 h en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el
dia del estro vaginal.

(9)

251.617.4 77

” E
Laparotomia 241.0+6.6 717
Laparotomia D1 246.1+4.5 777
Laparotomia D2 243.642.0 6/7
Laparotomia P 254.4+4 5 717

MC: Masa corporal, AC: animales ciclicos. E: Estro; D1: Diestro-1; D2: Diestro 2; P: Proestro.

La laparotomia realizada en la etapa del Estro no modificé la masa de los ovarios, la
masa del utero y tampoco la masa de las adrenales (Grafica 25 a 27). La laparotomia
ventral no modificé la masa del utero en cualquiera de las etapas en que fue realizada.
Dicha intervencién cuando en la etapa del Diestro-1 reflej6 aumento del ovario
izquierdo lo que conllevo a un aumento en la masa ovarica (Grafica 25) y se acomparnoé
de un aumento en la masa adrenal (Grafica 27); la misma cirugia realizada en la etapa
del Proestro mostr6 un aumento en la masa del ovario izquierdo, derecho y por
consiguiente a un aumento en la masa ovarica (Grafica 25), lo anterior comparado

contra el intacto.

La laparotomia en Diestro-2, mostré una disminucion de la adrenal derecha;
esta respuesta se reflejo al realizar dicha intervencion en la etapa de Proestro, la cual
se acompano de una disminucion de la masa adrenal (Gréafica 29); con respecto a la
laparotomia en Diestro-1; y una disminucion de la masa ovarica, con respecto a la

laparotomia en Estro (Grafica 26).
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Masa de los ovarios
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2 Intacto Estro mDiestro-1 M Diestro-2 M Proestro

Grafica 25. Media te.e.m. de la masa de los ovarios en animales con laparotomia a las 11:00 h
durante el ciclo estral.*p<0.05 vs. Intacto; &p< 0.05 vs laparotomia en Estro. (Prueba ANDEVA
seguida de la prueba de Tukey). Ol: Ovario lIzquierdo, OD: Ovario Derecho.

Masa del utero
250
200

150

mg/100 g MC

50

Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro

< Intacto Laparotomia

Grafica 26. Media + e.e.m. de |la masa del utero en animales con laparotomia a las 11:00 h durante

el ciclo estral. *p<0.05 vs. Intacto (Prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Masa de las adrenales
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Grafica 27. Media + e.e.m. de la masa adrenal en animales con laparotomia a las 11:00 h durante el
ciclo estral.*p<0.05 vs. Intacto; & p<0.05 vs. Laparotomia en Diestro-1. (Prueba ANDEVA seguida de la

prueba de Tukey). Al: adrenal Izquierda, AD: adrenal derecha.

Animales con Adrenalectomia unilateral y bilateral

La adrenalectomia izquierda o derecha no modificé el porcentaje de animales
ovulantes ni el numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo respecto a la
observada en animales con laparotomia (Graficas 28 a 29). Esta respuesta fue

semejante para el ovario derecho (Graficas 28 a 29).

La ausencia de ambas adrenales resulta en un decremento en el porcentaje de
animales ovulantes por el ovario izquierdo cuando la cirugia es realizada en la etapa
del Diestro-1 (Grafica 28), cuando la cirugia se realiza en Proestro resulta igualmente
en un decremento pero esta vez afectando tanto al ovario izquierdo como al derecho
(Grafica 28 a 29).
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Grafica 28. Porcentaje de animales ovulantes y media £ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo en animales con adrenalectomia a las 11:00 h durante el ciclo estral. *p<0.005 vs.
Laparotomia (Prueba exacta de Fisher).
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Grafica 29. Porcentaje de animales ovulantes y media £ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho en animales con adrenalectomia a las 11:00 h durante el ciclo estral. *p<0.005 vs.
Laparotomia (Prueba exacta de Fisher).
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Grafica 30. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por
ambos ovarios en animales con adrenalectomia a las 11:00 h durante el ciclo estral.
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La masa corporal no se modificé en ninguna de las etapas del ciclo estral con
cualquiera de las cirugias realizadas (Cuadro 15); por el contrario cuando se extirpan
ambas adrenales en la etapa del Diestro-2, el 58% de los animales presentaron un

alargamiento del ciclo estral.

Cuadro 15.- Ciclicidad y media + e.e.m. de la masa corporal en animales con Laparotomia o
adrenalectomia en cada etapa del ciclo estral a las 11:00 h y sacrificados en el estro vaginal.

TRATAMIENTO ETAPA

7 241.0+6.6 717
[ Adxl | e 7 232.945.1 6/7
[ AdxD | 7 239.748.3 6/7
9 252.146.6 6/9
I

7 246.1+4.5 717
[ Adxl | D1 7 246.4+6.8 717
[ Adx-D | 9 225.4+4.0 6/7
9 235.0+£2.3 6/9
]

7 243.6+2.0 6/7
[ Adxd | Do 9 241.345.0 9/9
[ AdxD | 9 224.445.9 9/9
7 2441112 3/7*
I

7 254.4+4 .5 717
[ Adxd | b 7 242.4+6.6 717
[ Adx-D | 7 250.6+3.2 6/7
9 240.0£7.2 9/9

MC: masa corporal, AC: animales ciclicos, Adx-I: Adrenalectomia Izquierda, Adx-D: Adrenalectomia Derecha, Adx-
B: Adrenalectomia Bilateral, E: Estro, D1: Diestro 1, D2: Diestro 2, P: Proestro.

La adrenalectomia izquierda realizada en Estro resulté en aumento de la masa del
ovario ipsilateral (Grafica 31), la masa ovarica (Grafica 33) y la adrenal in situ con una
hipertrofia compensadora del 22% (Grafica 36); respecto a lo observado en los

animales con laparotomia.
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Los animales con adrenalectomia derecha realizada en las etapas de Estro o Diestro-
2 mostraron un aumento de la adrenal in situ (adrenal izquierda) con una hipertrofia

compensadora del 32% y 33%, respectivamente (Gréfica 35).

La extirpacién de ambas adrenales en Estro resulta en disminucion de la masa
del ovario izquierdo (Grafica 31), del ovario derecho (Grafica 32), lo que conllevo a la
disminucion de la masa ovarica (Gréafica 33), e incluso la masa del utero (Grafica 34)
comparado contra la adrenalectomia izquierda; cuando dicho tratamiento es realizado
en Proestro resulté en disminucion de la masa del ovario izquierdo lo que se reflejo en
una disminucion en la masa ovarica respecto a lo registrado en animales con

laparotomia (Grafica 31 y 33).
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Grafica 31. Media + e.e.m. de la masa del ovario izquierdo en animales con adrenalectomia a las
11:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia. # p<0.05 vs Adx-l (ANDEVA seguida de la
prueba de Tukey).
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Grafica 32. Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho en animales con adrenalectomia a las
11:00 h durante el ciclo estral. # p<0.05 vs. Adx-I (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 33. Media + e.e.m. de la masa de ambos ovarios en animales con adrenalectomia a las
11:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs Laparotomia. # p<0.05 vs. Adx-I (ANDEVA seguida de la
prueba de Tukey).
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Grafica 34. Media + e.e.m. de la masa del Gtero en animales con adrenalectomia a las 11:00 h
durante el ciclo estral. # p<0.05 vs. Adx-| (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 35. Media £ e.e.m. de la masa de la adrenal izquierda en animales con adrenalectomia
derecha a las 11:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (Prueba “t” de Student).
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Grafica 36. Media + e.e.m. de la masa de la adrenal derecha en animales con adrenalectomia
izquierda a las 11:00 h durante el ciclo estral. * p<0.05 vs. Laparotomia (Prueba “t” de Student).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio muestran que las adrenales participan en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion y la masa de los ovarios, el
utero y la adrenal in situ, lo cual depende de la adrenal in situ, la hora y la etapa del

ciclo estral en estudio.

Con base en los resultados de ovulacion que se observaron en los animales con
laparotomia ventral realizada por la mafana en las diferentes etapas del ciclo estral,
sugerimos que la incision de la piel, el musculo y el peritoneo, no modificé los
mecanismos neuroendocrinos involucrados en la regulacion de la liberacion de las
gonadotropinas que culminan con la ovulacion; sin embargo, se modificd la masa de
los 6rganos en los diferentes horarios y dias del ciclo estral analizados por lo que
proponemos que la laparotomia es un factor estresante para los animales.

Los factores estresantes activan tanto el eje neuroendécrino Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal (HHA), como al sistema nervioso simpatico. La respuesta de estos
sistemas induce cambios fisiologicos y metabdlicos para hacer frente al desafio
homeostatico. Los factores estresantes activan a las neuronas noradrenérgicas de la
corteza y al sistema limbico que via los nervios simpaticos estimulan a la médula
adrenal. También activan las vias neuroendocrinas que a través de la liberacién de la
CRH del hipotalamo y de la ACTH de la adenohipdfisis, estimulan a la corteza adrenal

y liberan los glucocorticoides

El aumento de la masa ovarica que se observa en los animales con laparotomia
a las 11:00 h lo podemos atribuir a que la activacion del HHA pudo provocar un
aumento en la concentracion de corticosteroides

Brann y colaboradores en 1991 mencionaron que cuando los animales son
sometidos a estrés agudo, los corticosteroides incrementan la secrecion de FSH,
hormona que favorece el desarrollo de los foliculos, por lo que es posible pensar que

en los animales con laparotomia aumentd el desarrollo folicular y por consiguiente
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produjo un aumento en la masa ovarica; que cabe aclarar no culminé con un

incremento en el PAO o en el nimero de ovocitos liberados.

El aumento de la masa del utero que se observd en los animales con
laparotomia ventral en los horarios analizados en este estudio puede deberse a la
activacion del sistema de respuesta del eje HHA, ya que el estrés provocado por la
cirugia conduciria a una mayor secrecion de P4y corticosterona de la corteza adrenal
al torrente sanguineo La P4 es la hormona
que se encarga de promover la diferenciacion y proliferacion de las células epiteliales
del utero y al encontrarse en altas concentraciones puede inducir
un aumento en la masa de dicho érgano. Asimismo, se tienen evidencias de que el
utero recibe inervacion del sistema simpatico el cual también lleva VIP; un
neuropéptido que actua a través de la formacion de AMP ciclico

, lo cual puede estar promoviendo la proliferacién de células y por consiguiente

un aumento en la masa uterina.

Otra posible explicaciéon del aumento en la masa del utero, puede deberse a
la activacion de una via neural sensorial; cuando se secciona la inervacion que llega
al peritoneo. Esta es una membrana serosa, extensa y hiumeda que reviste la cavidad
abdominal y cubre los érganos situados en ella; incluyendo la mayoria de los 6rganos
digestivos. En el peritoneo de la pared abdominal se distribuyen nervios aferentes que
en su mayoria se originan en el ganglio de la raiz dorsal entre los niveles toracico 1y
lumbar 4, y otros cuantos del ganglio nodoso que a su vez pasan por la cadena

simpatica
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La seccion del peritoneo también podria estimular la actividad de las glandulas
adrenales ya que es sabido que dichas glandulas reciben inervacion principalmente
simpatica por medio del nervio esplacnico e informacion sensorial
mediante el nervio vago Ambos nervios transportan diferentes
neurotransmisores y neuropéptidos, como VIP y NPY, que pueden inducir un aumento
en la secrecién de hormonas y acompanarse

de un aumento en la masa de la glandula adrenal.

Efectos de la Adrenalectomia Unilateral y Bilateral

Con base en los resultados obtenidos en los animales con adrenalectomia sugerimos
que la informacién que proviene de una u otra adrenal en la manana del Diestro-1 y
Proestro es indispensable para estimular la secrecion de la LH que conlleva a la
ovulacion, ya que cuando se eliminan ambas adrenales se observo alteracion en los

mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulacion.

Brann y Mahesh en 1991, mencionan que los corticosteroides en compania de
la P4 pueden inducir estimulacion de la liberacion de la FSH y por consiguiente un
aumento en el desarrollo folicular. El aumento en la ovulacion observado en el ovario
izquierdo de los animales con adrenalectomia derecha a las 7:00 h en la etapa del
Diestro-2, nos hace sugerir que la extirpacion de dicha adrenal, o la adrenal izquierda
remanente o ambos procesos en conjunto activan la secrecion de glucocorticoides en

esta etapa, que no ocurre cuando se elimina la adrenal izquierda.

Otra forma de explicar nuestros resultados podria ser a través de la informacién

que proporciona la inervacion que llega a los ovarios. Como ya se menciond, al
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activarse el SNC (debido a un factor estresante) pueden aumentar las concentraciones
de NA ; las catecolaminas influyen en el crecimiento y diferenciacion
folicular al unirse a los receptores adrenérgicos B-2, que se ha demostrado se

encuentran en las células de la granulosa en los foliculos de la rata

Aunque no hay diferencia significativa en el numero de ovocitos liberados por
el ovario izquierdo cuando se eliminan ambas adrenales a las 11:00 h en el
Diestro-1 podemos sugerir que la secrecion de FSH es alterada y que esto repercute
en el crecimiento y diferenciacion de los foliculos provocando tal vez aumento en el

grado de atresia folicular.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por

, quienes mostraron que la adrenalectomia bilateral en Diestro-1 resulté en
disminucién en el numero de ovocitos liberados. Asimismo, mostro
que Diestro-1 y Proestro fueron las etapas mas sensibles ante la ausencia de ambas

adrenales.

Ya que en la etapa del Proestro son las adrenales las que proporcionan el mayor
aporte de P4 sugerimos que la extirpacion de ambas adrenales
conllevé a una disminucién en las concentraciones de dicha hormona, lo que puede
conducir a una disminucidn en las concentraciones de gonadotropinas

y por ende se traduciria en un menor numero de animales ovulantes.

Esto puede deberse al estrés en el sistema reproductivo ya que puede detonar
una liberacién de altas concentraciones de CRH lo que conlleva a la inhibicién de la

secrecion de la GnRH . La capacidad de los glucocorticoides
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para suprimir la funcién reproductiva en diferentes niveles puede tener un papel en el

retraso de la reproduccién en momentos de estrés

Por otro lado, se conoce que la hipertrofia es un método de regulacion de los
organos pares para mantener su funcién dentro del rango fisiologico; esta regulacion
incluye el crecimiento compensatorio de 6rganos pares, en la que uno se somete a la

hipertrofia y/o hiperplasia después de la eliminacion de uno de ellos

En la etapa de Estro y Diestro-1, tanto la glandula adrenal izquierda como la
derecha in situ, tienen la misma capacidad de responder con hipertrofia la extirpacion
de una de ellas, mientras que en Diestro-2 s6lo la adrenal izquierda presenta esta
respuesta. , mencionaron que después de la
adrenalectomia unilateral, la adrenal remanente aumenta rapidamente en un lapso de
24 horas y que dicho crecimiento compensatorio puede ser mediado por un reflejo
neural que esta comprendido por los aferentes de una adrenal, de la integracién en el
hipotdlamo y de los nervios eferentes de la glandula adrenal contralateral. Tal
crecimiento generalmente se cree que esta mediado hormonalmente, sin embargo se
ha demostrado que no es requerida una disminucién de la concentracion de
corticosterona en la circulacion, ni un incremento en la circulacion de ACTH para el
crecimiento compensatorio adrenal. Ademas de que el aumento de secreciéon de
ACTH no es el unico responsable en el aumento compensatorio adrenal, dicho
proceso puede llevar al aumento de la glandula pero no en el indice mitético, lo que si

ocurre cuando se administran factores de crecimiento

Estudios previos de mostraron que en ratas
hembras a las que se les extirpo de manera aleatoria una adrenal, y permitieron un

tiempo de recuperacion de 40 o 90 dias, la hipertrofia fue mayor a los 90 dias, por lo
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que concluyeron que el grado de hipertrofia de las adrenales depende del tiempo

de recuperacion después del tratamiento.

La inervacién de los diferentes 6rganos enddécrinos modula la accion de las
hormonas sobre su érgano blanco. Las funciones corticales de la adrenal también son

reguladas por nervios extrinsecos e intrinsecos de la glandula

Ante la ausencia de una adrenal a las 9:00 u 11:00 h, el ovario responde al
estimulo con aumento en su masa, lo cual podria regularse mediante la inervacion.
Existe evidencia de una comunicacién neural directa entre las génadas y el SNC; el
ovario recibe inervacién motora simpatica y parasimpatica, esta ultima por el nervio
vago y ademas posee fibras aferentes que viajan por ambas vias

También se ha demostrado que existe una via multisinaptica
entre el cerebro y la glandula adrenal, la que apoya la idea de que el cerebro
controla varias funciones del 6rgano, incluyendo la liberacion de catecolaminas,
hipertrofia adrenal compensatoria, el ritmo circadiano de la secrecién de
corticosterona y la regeneracién del érgano
Dicha conexion es mediante el nervio vago; ya que se han encontrado grupos de
neuronas marcadas en el nucleo del tracto solitario y el nucleo motor dorsal del vago
cuando se inyectan marcadores anterégrados en la adrenal se
sabe también que en la glandula adrenal izquierda entra el vago dorsal
subdiafragmatico y el vago ventral los cuales descienden dorsalmente
hacia los ganglios celiacos Con base en estos antecedentes
podemos inferir que es mayor la informacion proveniente de la adrenal izquierda hacia
la gbnada ipsilateral, ademas de que al extirpar la adrenal derecha, lo que transporta
el nervio vago desde el SNC puede llegar directamente a la génada ipsilateral, ya que
no es depositada en la glandula adrenal al haber sido extirpada; por lo que se sugiere
recibe mas informacién de dicho nervio; como los neurotransmisores que actuan a

través de la activacion del sistema de generacion de AMP ciclico, Noradrenalina y
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péptido intestinal vasoactivo (VIP) ya que estos promueven la
formacion de receptores a FSH en los foliculos ovaricos, por consiguiente promover el
crecimiento folicular , lo que podria conllevar a un aumento en la

masa ovarica.

El aumento en la masa ovarica indicaria un mayor desarrollo folicular, pero al
no encontrar en nuestros resultados un mayor numero de ovocitos liberados, podemos
sugerir que se sintetizé mayor cantidad de FSH, aument6 la sensibilidad de los

foliculos a dicha hormona, o bien hubo un factor que estimuld dicho proceso.

Existen factores neurotroficos que estimulan el desarrollo folicular; las
neurotrofinas (NTs) tienen un papel importante tanto en el desarrollo folicular,

produccion de estrogenos y en la ciclicidad estral

Tanto la corticosterona como la aldosterona pueden incrementar la expresion
de los factores neurotréficos, debido a que encontramos un aumento en la masa de la
adrenal in situ podemos sugerir que es de ahi de donde provienen altas
concentraciones de los esteroides lo que induciria la sintesis del factor tréfico, tal es el
caso del NGF ; EI NGF es el miembro mas prominente de las
NTs; facilita el crecimiento de los foliculos antrales, también como la inervacion
simpatica extrinseca, participa en la ruptura folicular en el momento de la primera
ovulacion, sin embargo este ligando requiere de su receptor. NGF y trkA estan
presentes en las células de la teca y células intersticiales, trkA se encuentra en
concentraciones altas poco antes del pico de LH preovulatorio ,

de ser lo contrario podria impedirse la ovulacién, como ocurrioé en el presente estudio.
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El alargamiento del ciclo estral que se observdo en los animales con
adrenalectomia bilateral en la etapa del D-2 nos indica que la informacion
proveniente de las adrenales forma parte del ambiente hormonal que se requiere

para que se presente ciclicidad en los animales.

Las adrenales son el principal aporte de P4 a lo largo del ciclo estral
entonces, los resultados obtenidos en la masa de los 6rganos de los
animales con adrenalectomia bilateral a las 11:00 h de Estro y Diestro-1 podrian ser
debido a la disminucién en la concentracién del esteroide. Ya que la hormona también
es el sustrato para la conversion a estrégenos por las células de los foliculos ovaricos
; los estrégenos son indispensables para el crecimiento y la
maduracion de los foliculos, aumentan la division de células de la granulosa y aumenta

la masa del ovario

La extirpacion de ambas adrenales a las 9:00 u 11:00 h mostré un aumento en
la masa del ovario izquierdo o derecho; sin cambios en la ovulacién, por lo que
podemos sugerir que solamente se estimulé el desarrollo folicular. Asimismo
proponemos que pudo haber participado un proceso para rescatar a los foliculos de
la atresia: a) la GH afecta el crecimiento folicular y la diferenciacion; b) los factores de
crecimiento que se producen localmente, como es el caso del IGF-I puede regular la
foliculogénesis; c) las células de la granulosa expresan receptores para IGF-1 y hacen
sinergia con las gonadotropinas para promover la diferenciacion de células de la

granulosa

Una posible explicacién a la disminucion en la masa del utero en los animales
con adrenalectomia bilateral, se relaciona con una menor produccion de P4, debido a
que al extirpar las glandulas se elimina el principal aporte del esteroide

, que como se sabe favorece la proliferacion de las células del utero.
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CONCLUSIONES

Ambas adrenales estimulan el proceso de ovulacion y los ovarios son mas sensibles
en las etapas del D-1 y P, ante la ausencia de la informacién proveniente de dichas

glandulas.

La informacién que proviene de una sola adrenal en la mafana del ciclo estral provee
el ambiente hormonal necesario para culminar correctamente el proceso de ovulacion

y mantiene la ciclicidad de los animales.
La adrenal izquierda como la derecha, tienen la misma capacidad de hipertrofia

compensatoria y dicha regulacién se puede dar a partir de las 72 hrs después de la

adrenalectomia.
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