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RESUMEN

Las funciones de los ovarios son reguladas por la informacion que proviene del
hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios y las glandulas adrenales. Se ha mostrado que
los animales con adrenalectomia bilateral (Adx-B) a las 13:00 h en cada etapa del
ciclo estral presentaron disminucion del numero de ovocitos liberados por el ovario
derecho cuando la cirugia se realizé en diestro-1 y por el ovario izquierdo al
realizarla en la etapa de proestro en comparacion con su respectiva operacion
simulada. Debido a que se desconoce a qué nivel del eje reproductivo participa la
informacion que proviene de las adrenales para regular la ovulacién, en este estudio
se propuso realizar si el reemplazo de la sefial que proviene del hipotalamo, la

hipofisis y los ovarios en ratas con Adx-B restauran la ovulacion.

Para ello, se utilizaron ratas hembra de la cepa CIlIZ-V, adultas y ciclicas,
mantenidas bajo un fotoperiodo L:D=14:10, con agua y alimento ad libitum. Se
replicé la Adx-B a las 13:00 h en las etapas de diestro-1 o proestro y posteriormente
los animales se dividieron al azar en cuatro grupos: 1) se reemplazo la seial
hipotalamica con 3.7 pg/kg de (Gly-OH)-LHRH a las 14:00 h del proestro, 2) la sefial
hipofisiaria con 5 Ul de gonadotropina coridnica humana (hCG) a las 14:00 h del
proestro o 3) con 10 Ul de gonadotropina corionica equina (eCG) a las 13:00 h del
diestro-1, y la 4) sefial ovarica con 10 pg de benzoato de estradiol (BE) a las 14:00

h del diestro-2. Los animales fueron sacrificados en el dia del estro esperado.

En la etapa de diestro-1, el reemplazo con (Gly-OH)-LHRH, eCG o BE restaur6 el
ndmero de ovocitos liberados por el ovario derecho con un nimero semejante al del
grupo con operacion simulada. Sin embargo, el reemplazo con hCG no restaurd
dicho parametro ovulando una cantidad similar a la del grupo con Adx-B. En la etapa
de proestro, el reemplazo con (Gly-OH)-LHRH o hCG restaur6 el niumero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo con una cantidad de ovocitos similar a la

del grupo con operacion simulada.

Con base en los resultados se sugiere que la informacion que proviene de las
glandulas adrenales en la etapa de diestro-1 estimula la regulacion de la
retroalimentacion que se lleva a cabo del ovario hacia el hipotalamo por parte del
estradiol. A su vez, participa en la regulacion de la secrecion de la FSH, es por ello

gue al removerlas en esta etapa se interrumpe el crecimiento folicular y resulta en
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la disminucién del nimero de ovocitos liberados. Por otro lado, en la etapa de
proestro, la informacién que proviene de las glandulas adrenales participa de
manera estimulante en la regulacion de la oleada preovulatoria de la GnRH/LH.
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INTRODUCCION

Las funciones de los ovarios son la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides
y proteicas (Vidal y Dixon, 2018). Estas funciones son reguladas por la informacién
gue proviene del hipotalamo, la hipdfisis y el propio ovario (Levine, 2015). Por ello,
la secrecion hipotalamica de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
estimula la secrecion preovulatoria de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y
de la hormona luteinizante (LH) en la adenohipdfisis, lo que desencadena la ruptura

de la pared del foliculo y la liberacién del ovocito (Dominguez et al., 1991).

En la regulacién de las funciones de los ovarios también participa la informacién que
proviene de las glandulas adrenales. Al respecto, Pepler y Jacobs (1976) mostraron
gue la extirpacion de ambas glandulas (Adx-B) en la etapa de diestro-1 del ciclo
estral de la rata resulté en menor nimero de ovocitos liberados cuando fueron
sacrificados un ciclo o 30 dias después de la cirugia, lo que se acompafio de la
disminucién del niumero de foliculos mayores a 448 um. Los autores proponen que
la falta de la informacion que proviene de las adrenales alterd la secrecion de la

FSH o disminuy¢ la sensibilidad de los ovarios a dicha hormona.

Pimentel (2011) mostro que en los animales con Adx-B a las 13:00 h en las etapas
de proestro, estro y diestro-1 disminuye la tasa de animales ovulantes (TAO) al
siguiente estro posterior a la cirugia. Con base en los resultados, la autora propone
gue la falta de informacion que proviene de las adrenales resulté en un aumento en
la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH), lo cual alteré la secrecion

de la GnRH y LH preovulatorias.

Ya que se desconoce a qué nivel del eje reproductivo intervienen las secreciones
de las glandulas adrenales vy, por tanto, cual de las sefiales es alterada por la
adrenalectomia, se analizard si la disminucién en la ovulacion es por alteracion de

la secrecién preovulatoria de la GnRH, de las gonadotropinas o del estradiol.

Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Unidad de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién.
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Marco teodrico
MARCO TEORICO

OVARIOS

Los ovarios son estructuras redondeadas con una superficie irregular que se
localizan a varios milimetros del rifion y aproximadamente a 1 cm lateral de la linea
media. Se encuentran unidos a la pared dorsal abdominal por una prolongacion
llamada mesoovario y por el ligamento suspensorio. En la rata adulta, cada ovario
mide aproximadamente 5 mm en su mayor dimension y tienen un peso aproximado
de 60 mg (Vidal y Dixon, 2018).

El ovario est4 conformado por la tinica albuginea, la corteza y la médula (Figura 1).
La corteza es la zona externa del ovario y se compone de una red de tejido
conjuntivo llamada estroma (que contiene células estromales similares a los
fibroblastos), foliculos ovaricos en diversas etapas del desarrollo, cuerpos luteos
(resultado de la ovulacion) y células intersticiales. La médula es la parte interna del
ovario en la que se encuentran vasos sanguineos y tejido conjuntivo laxo. El hillium
es la via por la cual entran y salen del ovario las terminales nerviosas y los vasos

sanguineos (Gartner y Hiatt, 2007).

Foliculo
preovulatorio Ovocito

Foliculo
/ secundario

: Foliculos
{ (o @ ~. primarios
17 & R g Irrigacién
2% (SR i6
4 ,,. = = \an ;// Inervacion
T ot s A>-)(a -
@) Nt = O/ N Hillium
| -
~ Estroma
ocito A 2
liberado | . -
. y Cuerpo liteo en
’ e e regresién

Ruptura del
foliculo

Figura 1. Esquema del ovario que sefala los foliculos en desarrollo, el cuerpo luteo,
la irrigacion, la inervacion, el hilium y un ovocito liberado (modificada de
http://163.178.103.176/Fisiologia/fendocrino/ejercicios/ejercicio2/endo_ejercicio2_7.
html; consultada el 29-05-2020).
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Marco teodrico
OVOGENESIS

La ovogénesis es el proceso de formacion de los ovocitos o0 gametos femeninos que
tiene lugar en los ovarios. Las células germinales diploides generadas por mitosis
se localizan en los foliculos del ovario, donde crecen y tienen modificaciones

estructurales (Newman, 1991).

Las células germinales se dividen por meiosis para dar lugar al ovocito. En esta
meiosis se reduce la cantidad de cromosomas de 42 a 21 y es regulada por la
secrecion preovulatoria de la LH; lo que ocurre entre las 17:00 y las 18:00 h en la
etapa de proestro (aproximadamente 2 o 3 horas después de la oleada de la LH).
La segunda divisibn meidtica procede solo si el dvulo es fertilizado (Gartner y Hiat,
2007; Levine, 2015). El desarrollo del ovocito sucede al mismo tiempo que el

desarrollo de las células foliculares que lo recubre (Zhang et al., 2010).

FOLICULOGENESIS

Durante la formacion del ovocito maduro se producen cambios en las células que lo
rodean en un proceso denominado foliculogénesis que comprende el crecimiento
del foliculo y su pasaje a través de las distintas etapas de diferenciacion (Hiller,
2001).

El desarrollo de los foliculos hasta el estadio primario es independiente de
gonadotropinas (FSH y LH), pero a partir del estadio secundario es dependiente de
ellas (Figura 2) (Hiller, 2001).

Independeente de Dependente de
gonadotropinas gonadotropinas

Figura 2. Esquema que muestra las distintas etapas de desarrollo folicular, asi como
la divisibn de las etapas independientes y dependientes de gonadotropinas
(modificada de https://ovarianresearch.biomedcentral.com/articles/10.1186/1757-
2215-2-9; consultada el 29-05-2020).
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Marco tedrico
Foliculo primordial

Los foliculos primordiales se encuentran rodeados de una capa simple de células
planas llamadas pregranulosas (Figura 3). Estos representan la estructura funcional
mas importante del ovario ya que en esa etapa los foliculos no crecen en nimero y
constituyen una reserva fija de gametos que va disminuyendo gradualmente cada
ciclo (Chedresse, 2003; Newman, 1991).

— N, Figura 3. Foliculo primordial en donde
. \ se observa: N: nucleo, FC: células
Pt foliculares y X: ovocito sin nacleo (Ross
FO  aFG y Pawlina, 2007).

En ratas, un foliculo primordial tipico contiene aproximadamente cuatro células
planas pre-granulosas en su seccion transversal. Un foliculo con el doble de células
pre-granulosas y con morfologia cubica en su seccion transversal es considerado

un foliculo primario (Chedresse, 2003; Newman, 1991).

Foliculo primario

A medida que el ovocito aumenta de tamano, la capa unica de células aplanadas
se convierte inicialmente en una capa de células cubicas y cilindricas (Figura 4)
(Hiller, 2001). Esto es estimulado por la inervacién ovarica y factores de crecimiento

sintetizados por el propio foliculo (Pangas y Rajkovik, 2015).

En esta etapa de crecimiento comienza la formacién de la zona pellcida; que separa
al ovocito de las células foliculares, las que a su vez se multiplican y reciben el
nombre de “células de la granulosa” formando un epitelio estratificado columnar que

dara origen al foliculo secundario (Zhang et al., 2010).
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Marco tedrico
La zona peldcida es una matriz glucoproteica que tiene dos funciones principales

durante la fecundacion: es el sitio de reconocimiento del espermatozoide y da
comienzo a la reaccion acrosémica momentos después de la unién del
espermatozoide. Esta formada por mucopolisacaridos secretados por las células de
la granulosa que mas tarde originaran un halo translicido que rodea al ovocito.
(Gilbert, 2003).

- 4 = 7 ” \ |
' AR RS ) : \ N :
“ " '8 et s 3 «:' Figura 4. Foliculo primario con y sin
9 /! "\ N nacleo en el que se observa: N: nucleo,
y ~ 0 - g ~ . o
g W, }.:"FC‘, 4 = LFE FC: células foliculares cubicas y X:
e \ = ¢ 1 . . , .
v _ a W N ovocito sin nucleo (Ross y Pawlina,
N R YBe e L7F b 2007).
= i O\l > o
X o
. Ty
?; X Y e

Foliculo secundario

En esta etapa de crecimiento, la comunicacion entre el ovocito y las células de la
granulosa es a través del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) (Levine,
2015). La capa mas externa de la granulosa se encuentra limitada por la membrana
basal, y ésta a su vez por el tejido conjuntivo ovarico formando la teca folicular, que
se divide en interna y externa. La primera recibe un gran aporte de vasos
sanguineos y posee receptores a la LH y la teca externa es menos vascularizada
(Figura 5) (Hiller, 2001).

ZP,

Figura 5. Foliculo secundario donde se
observa la capa multilaminar de células
de la granulosa y la zona pellcida (ZP)
(Ross y Pawlina, 2007).

v
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Marco tedrico
Foliculo preantral

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor del
ovocito (Figura 6), comienza a observarse la presencia de licor folicular formando
los cuerpos de Call-Exner; se originan por extravasacion de componentes
plasmaticos y por la secrecion de las células de la granulosa. En el licor folicular se
encuentran  proteinas, péptidos, prolactina, estrégenos, progesterona,
gonadocrininas y noradrenalina. El aumento del liquido folicular forma el antro. Una
caracteristica de este foliculo es que mantiene visible el nucleo del ovocito
(Dominguez et al., 1991; Zhang et al., 2010).

Figura 6. Foliculo preantral donde se

observa: ZP: zona pelucida, FC: células
N foliculares, N: nucleo, CG: células de la
k : granulosa, CT: células de la teca
. ' ZP (modificada de Ross y Pawlina, 2007).

Foliculo antral

El foliculo aumenta de tamafio, el antro se hace mas grande y el ovocito queda
excentrico dentro del liquido folicular sostenido por una columna de células de la
granulosa que forma un anillo conocido como cumulus oophorus (Figura 7) (Da Silva
et al., 2018).

Un foliculo preantral o preovulatorio en pleno crecimiento contiene
aproximadamente 2000-2500 células de la granulosa en la seccion transversal mas
grande. En la rata, el crecimiento de un foliculo primordial hasta la octava
generacion probablemente tarda mas de 50 dias, es decir, mas de 15 ciclos estrales
(Newman, 1991).

8
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Marco teodrico

Figura 7. Foliculo antral donde se
observan las células de lagranulosa, las
células de la teca, el ovocito con el
cumulus oophorus y el antro
(Juanqueiray Carneiro, 2005).

El crecimiento del foliculo en la rata requiere de aproximadamente 19 dias; desde
el estado de reposo hasta que culmina la ovulacién. Durante este tiempo esta
expuesto por lo menos a cuatro picos preovulatorios de gonadotropinas (Dominguez
etal., 1991).

OVULACION

Desde el momento en que el foliculo ha sido seleccionado para liberar su ovocito
(ovulacién) comienza a aumentar en tamafio. Las células de la granulosa y de la
teca tienen transformaciones morfolégicas como es el aumento de su volumen, la
ruptura de los desmosomas y de los nexos que existen entre ellas. Hay degradacion
de las fibras de colageno en respuesta a la disminucién en la concentracion de

estrogenos en el liquido folicular (Irusta, 2008).

A medida que se acerca la ruptura folicular (Figura 8), células epiteliales del foliculo,
(teca y granulosa) se acumulan en pequefios grupos, el estroma se adelgaza y se

forma una pequefia vesicula de liquido folicular (Levine, 2015).

La ovulacion se produce 11 a 14 horas después de la liberacion preovulatoria de las
gonadotropinas (lrusta, 2008), y se forma el cuerpo luteo a partir del foliculo que ha
liberado su ovocito, lo que lleva a cambios en la pared del foliculo y en las relaciones

entre las células de la teca y de la granulosa (Levine, 2015).
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Marco teodrico

Figura 8. Corte histolégico de ovario
en el que se muestra el sitio de
ovulacién que se produce cuando el
ovocito es liberado (modificada de
Fourtoul, 2017).

Sitio de ovulacion

CUERPO LUTEO

Durante el ciclo estral de la rata, tres o mas generaciones de cuerpos luteos pueden
estar presentes en el ovario a partir de los ciclos ovulatorios inmediatamente
anteriores. Las células del cuerpo luteo tienen un origen dual ya que se originan de
las células de la granulosa y de la teca interna del foliculo preovulatorio (Levine,
2015).

El cuerpo luteo (Figura 9) es un érgano enddcrino temporal que produce esteroides;
especialmente progesterona. La concentracion de la hormona que proviene de las
células de la granulosa del foliculo preovulatorio aumenta en la tarde del proestro;

antes de la ovulacién (Levine, 2015).

La vida funcional del cuerpo liteo en la rata es de aproximadamente cuatro dias y
después entra en regresion, lo cual es conocido como lutedlisis y ocurre como
resultado de la liberacion pulséatil de la prostaglandina F2-a (PGF2-a) por el

endometrio (Levine, 2015).

La lutedlisis en la rata se lleva a cabo en dos fases: la primera es una regresion
funcional que se encuentra asociada a una disminucion en la concentracion de
progesterona, y la segunda es una regresion estructural que involucra la
disminucién de tamafio y masa del cuerpo luteo. Las células luteales mueren por

apoptosis y se observa la regresion del cuerpo lateo (Gartner y Hiatt, 2007).

10

Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Unidad de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién.



Marco teodrico

Figura 9. Imagen de un cuerpo luteo
donde se sefiala el cuerpo hemorragico
0 coagulo formado a partir de los vasos
sanguineos de las células de la teca,
rotos al momento de la ovulacién
(modificada de  http://lwww.clinica-
unr.com.ar/2015-
web/Publicaciones/12/12_Sop.htm
;consultada el 29-05-2020).

Muy pocos de los foliculos presentes en el ovario en el momento del nacimiento estan

destinados a ovular (Da Silva et al., 2018).

En la rata se ha calculado un total de 35,000 foliculos al nacer y 11,000 cuando ha
transcurrido 20 dias. El suministro de foliculos primordiales en ratas y ratones no se
agota en animales de edad avanzada a pesar de que se produce atresia en la gran

mayoria (Levine, 2015).

ATRESIA FOLICULAR

La atresia folicular es un proceso sistemético de muerte celular por apoptosis y
necrosis, por el cual se eliminan del ovario aquellos foliculos que no culminan su
proceso de crecimiento y diferenciacion. Se presenta en cualquier etapa del desarrollo
folicular y su inicio esta determinado por alteraciones del ovocito porque pierde su
capacidad para mantener el control metabdlico del foliculo (Da Silva et al., 2018).

Las alteraciones del ovocito son seguidas de modificaciones en las células de la
granulosa. Cuando pierden sus receptores a FSH disminuye la aromatizacion de
andrégenos; paso necesario para que el foliculo siga su desarrollo (Da Silva et al.,
2018). A su vez, se presenta una reduccion del nucleo y la condensacion de la masa
de la cromatina de las células de la granulosa. Ademas, el nicleo puede romperse y
la cromatina se desintegra en granulos que se extruyen de la célula (Levine, 2015).

11
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Marco teodrico
CICLO ESTRAL

El ciclo se define como el intervalo de tiempo que existe desde el comienzo de un
periodo sexual hasta el inicio del siguiente (Levine, 2015). En ratas tiene una duracion
de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro), aunque puede presentarse un

ciclo de cinco dias con una repeticion de diestro o proestro (Levine, 2015).

En la etapa de estro ocurre la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo. El frotis del
epitelio vaginal se caracteriza por la presencia de células epiteliales sin nucleo y con
el citoplasma granular (Figura 10). Esta etapa tiene una duracion de 25 a 27 horas
(Levine, 2015).

Figura 10. Células del epitelio vaginal de
la rata en etapa de estro donde se
observan células sin nucleo.

El diestro-1 corresponde al periodo de crecimiento del cuerpo liteo que se instaura
después de la ovulacién y tiene una duracion aproximada de 6 a 8 horas. El diestro-
2 representa generalmente la fase mas larga del ciclo y se considera un periodo de
inactividad sexual que inicia desde la madurez del cuerpo lateo hasta su regresion, y
tiene una duracion de 55 a 57 horas. Las células que se observan en el frotis del
epitelio vaginal son leucocitos y células epiteliales nucleadas (Figura 11) (Levine,
2015; Suckow et al., 2006).

Figura 11. Células del epitelio vaginal de
la rata en la etapa de diestro donde se
muestran células con y sin nucleo, asi
como la presencia de leucocitos.

12
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Marco tedrico

La etapa de proestro se inicia con el crecimiento y la maduracion de uno o varios
foliculos ovéricos. En un frotis del epitelio vaginal se observan células epiteliales
nucleadas y ausencia de leucocitos (Figura 12). Esta etapa tiene una duracién de
12 a 14 horas (Levine, 2015).

Figura 12. Células nucleadas que se
observan en el epitelio vaginal de la rata

en la etapa de proestro.

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

Hipotalamo

El hipotalamo es una estructura del sistema nervioso central (SNC) fundamental
para la vida, ya que en él se sintetizan neurohormonas que regulan la mayoria de
los procesos fisiolégicos del organismo. Esta conformado por cuerpos neuronales
gue reciben el nombre de nlcleos que se localizan en las paredes laterales del
tercer ventriculo, por debajo del talamo y por encima de la hipdfisis, a la cual esta

unido por el tallo hipofisario (Puelles y Rubenstein, 2015).

La GnRH es una neurohormona (Figura 13) cuya secrecion es regulada por
mecanismos de retroalimentacion por parte de las hormonas esteroides secretadas

en los ovarios (Levine, 2015).

GLI

GLU HIS TRP SER TR GLI LEU ARG m

Figura 13. Estructurade lamolécula de GnRH donde se observan sus 10 aminoacidos
y la parte amino-terminal (tomada de https://fisioconstructivo2.4umer.com/t2p60-
hormona-liberadora-de-la-hormona-del-crecimiento; consultada el 29-05-2020).
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El decapéptido es sintetizado en los somas de las neuronas que se encuentran en
el area predptica y el area hipotalamica anterior (POA-AHA) (Figura 14) (Brandan
et al., 2011).

Arga hipotaldmica dorsal
Nuocleo paraventricular \

Area hipctalamica anteror

Nucleo hipotaldmico posterior
/ Nucleo dorsomaedial
y Nucieo ventromedial
/ Nucieo premamilar
— i
A

Area predptica ey

¥ ——
Nucleo supradptico \ " |
\ »e- /|

Nocleo supraguiasmatico

Nucieo medial del cuerpo mamilas

Nucleo lateral del cuerpo mamilar

_
- a5
) / y \
Nucleo amusado B T Cuerpo mamilar
» , 7
Quéasma Optico [ Plexo
primario

Eminencia media

Arteria hipofisiaria superior
- o
Sistema porta hipofisiario | R LIRS / \
Lobuto amenor/ Hipdfisis

Figura 14. Esquema del hipotalamo en el que se muestra el area predptica e
hipotalamica anterior (Brandan et al., 2008).

Lébulo posterior

La GnRH se libera como pulsos sincronizados desde las terminales nerviosas de
las neuronas hacia el sistema portal hipotalamico-hipofisario cada 30-120 minutos
y estimula la sintesis y la secrecién de la LH y la FSH en los gonadotropos de la
hipofisis (Millar, 2013). La GnRH es degradada por protedlisis en pocos minutos

(Prieto-Gomez y Velasquez-Paniagua, 2002).

No todas las neuronas de la GnRH estan involucradas en la regulacion de la
secrecion de las gonadotropinas, ya que se ha mostrado que sélo el 50%-70% de
las neuronas que secretan GnRH participan en la secrecion pulsatil de las
gonadotropinas y menos de 100 neuronas GnRHérgicas son suficientes para lograr
dicho estimulo (Herbison, 2016).

En la rata, la sintesis de las gonadotropinas depende de la frecuencia del pulso de
la GnRH; la produccion de la FSH se estimula preferentemente con pulsos de GnRH

de baja frecuencia (maxima en un intervalo de 120 minutos), mientras que la sintesis
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de la LH se estimula con pulsos de GnRH de mayor frecuencia (maximo en un

intervalo de cada 30 minutos) (Stamatiades y Kaiser, 2018).

La frecuencia de los pulsos de GnRH es mas alta en el momento de la secrecion
preovulatoria de la LH y mas baja durante la fase lutea del ciclo ovérico (Uribe-
Velasquez et al., 2010).

La progesterona secretada en mayor parte por el cuerpo lateo tiene su accion
principalmente en el hipotalamo; reduce la amplitud de los pulsos de la GnRH sin

afectar la frecuencia (Uribe-Velasquez et al., 2010).

Las terminales axoénicas de las neuronas GnRHérgicas liberan la GnRH en la
eminencia. Es transportada via el sistema portal hipotalamico hipofisario a la
adenohipdfisis; que contiene las células gonadotropas donde la GnRH activa a su
propio receptor (Stamatiades y Kaiser, 2018).

El receptor a la GnRH (GnRHR) es un miembro de la familia de receptores
acoplados a proteinas G, caracterizado por siete dominios transmembrana. La
unidn de la GnRH a su receptor activa al adenilato ciclasa y la fosfolipasa C. Como
resultado de la activacion de estos sistemas enzimaticos, se forman moléculas que
actian como segundos mensajeros, entre los que se encuentran la adenosina
mono-fosfatada ciclica, el fosfatidil inositol, el diacil glicerol, asi como la movilizacion
de calcio extra e intracelular. Estos mensajeros activan el sistema de proteinas
cinasas C, lo que se traduce como el estimulo para la secrecién de la FSH y la LH
(McArdle y Roberson, 2015; Stamatiades y Kaiser, 2018). Las gonadotropinas son

liberadas al torrente sanguineo, llegan al ovario y estimulan sus funciones.

Hipo6fisis
La hipdfisis es una glandula que se localiza en la base del cerebro, alojada en una
depresion en la superficie superior del hueso esfenoides y cubierta por la duramadre

(Fink, 1998). Esta conectada al hipotalamo por el tallo hipofisario, el cual contiene

el sistema porta hipofisario de vasos sanguineos (Kontogeorgos et al., 2012).

La glandula est& constituida por la adenohipdfisis y la neurohipdfisis. La primera se

divide en tres partes: distalis, tuberalis e intermedia; y la neurohipofisis esta
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compuesta por el l6bulo neural o proceso infundibular y el tallo infundibular (Brandan
etal., 2011).

Las gonadotropinas estan compuestas por dos subunidades peptidicas; la
subunidad a es comun (aGSU) en la FSH y la LH, y la subunidad B que es
estructuralmente especifica para cada gonadotropina (FSHB o LHB,
respectivamente) (Stamatiades y Kaiser, 2018). Esta especificidad es responsable

de la actividad biolégica de cada hormona (Levine, 2015).

La LH estimula la produccion de andrégenos en las células de la teca interna,
participa en la produccion de progesterona, promueve las etapas finales de la
maduracién del foliculo via interaccion directa con las células de la granulosa,
induce la ovulacién y estimula la formacion del cuerpo lateo (Levine, 2015; Smitz et
al., 2016).

La FSH estimula la proliferacion de las células de la granulosa y el crecimiento de
los foliculos ovéricos, promueve el reclutamiento de los foliculos preantrales y la
sintesis de estradiol. A medida que las células de la granulosa se desarrollan
también aumenta el nimero de los receptores a FSH en ellas. También promueve
el desarrollo de los receptores a LH en las células de la granulosa en los foliculos
antrales, paso clave en la preparacion del foliculo maduro para la ovulacion
promoviendo la luteinizacion de la granulosa en el foliculo dominante y también la

sintesis de progesterona (Levine, 2015; Smitz et al., 2016).

Hipotalamo

Estradiol

Figura 15. La secrecion hipotalamica de
la  hormona liberadora de |las
gonadotropinas (GnRH) estimula la
secrecion de la hormona estimulante
del foliculo (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH) en la adenohipéfisis.
Estas son liberadas al torrente
sanguineo y al llegar a los ovarios
estimulan sus funciones (modificada de
http://ventas.ilusmedical.com/proceso-
ovulatorio-del-ovario-en-la-mujer/;
consultada el 29-05-2020).
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Ovario
Teoriade la doble célula doble hormona

En las células de la teca interna, la LH estimula a conversién del colesterol
(precursor inicial de la sintesis de las hormonas esteroides) en pregnenolona, por

accion de las enzimas de la familia de los citocromos p450 (Yen, 2001).

Las enzimas 17a-hidroxilasa y la 17 y 20 liasa convierten la pregnenolona a
dehidroepiandosterona, que por actividad de la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa
forma androstenediona. La 17B- hidroxiesteroide deshidrogenasa, transforma la

androstenediona en testosterona (androgenos) (Apacarana, 2004).

Los andrégenos atraviesan la membrana basal y llegan a las células de la granulosa
en donde la FSH, al unirse con su receptor, promueve la activacion de la aromatasa

p450 que convierte los andrégenos en estrona o estradiol (Figura 16) (Yen, 2001).
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Figura 16. Esquema de la teoria de la doble célula doble hormona, en el que se
representa los pasos de la conversion del colesterol a estradiol por parte de las
células de la teca y de la granulosa en los foliculos ovaricos (tomada
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1283081X12633980,
consultada en 20-06-2021).
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PERFIL DE SECRECION HORMONAL A LO LARGO DEL CICLO ESTRAL

Progesterona

Las concentraciones de progesterona durante el ciclo estral son basales en la etapa
de estro. Su concentracion comienza a aumentar entre las 13:00 y las 15:00 h de
diestro-1 y hasta la mafana del diestro-2; aumento que probablemente surge del
cuerpo luteo recién formado. En la tarde de proestro, entre las 13:00 y las 17:00 h
alcanza su maxima concentracién y disminuye progresivamente hasta la mafiana
del estro; este aumento surge de las células de la granulosa del foliculo

preovulatorio (Figura 17) (Levine, 2015).

Prolactina

Las concentraciones de prolactina permanecen en concentraciones basales a lo
largo del ciclo estral hasta la mafana del proestro, en donde comienzan a
incrementar hasta llegar a su concentracién maxima a las 17:00 h de esta etapa. La
maxima concentracion de la prolactina y de la progesterona es paralela al momento
en que la de estradiol disminuye entre las 13:00 hy las 17:00 h del proestro (Figura
17) (Levine, 2015).

Estradiol

La concentracion de estradiol va en aumento a lo largo de los primeros dias del ciclo
estral a partir del estro, debido a su secrecion por los foliculos ovaricos. Alcanza su
maxima concentracién a las 09:00 h en el proestro, disminuye a las 11:00 h y eleva
su concentracion a las 15:00 h para después disminuir hasta concentraciones
basales para la mafana del estro; entre las 03:00 h y 05:00 h (Figura 17) (Levine,
2015).

La concentracion de estradiol en la etapa de proestro disminuye a las 11:00 h,
aumenta a las 12:00 h y alcanza sus concentraciones maximas a las 13:00 h para

luego disminuir a concentraciones basales a las 17:00 h (Smith, 1975).
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Hormona estimulante del foliculo

La FSH se secreta en concentraciones basales durante la tarde del estro, diestro-1,
diestro-2 y la mafana del proestro. Su concentracion aumenta entre las 14:00 y
15:00 h del proestro hasta alcanzar su maximo entre las 17:00 y 19:00 h de esta
etapa. Durante la mafiana del estro, entre la 01:00 y las 05:00 h, comienza un
segundo incremento en la concentracion de la hormonay regresa a concentraciones
basales aproximadamente a las 09:00 h del estro. Este segundo incremento
promueve el reclutamiento de los foliculos preantrales que seran liberados en el

siguiente ciclo (Levine, 2015).

Hormona luteinizante

La concentracién de LH es basal desde la mafiana del estro y hasta medio dia del
proestro. Aumenta entre las 14:00 y las 15:00 h del proestro y alcanza su maxima
concentracion entre las 17:00 y las 19:00 h del mismo dia. Este incremento induce
la ruptura folicular y la liberacién del ovocito entre las 03:00 y las 05:00 h del estro;
para este tiempo, las concentraciones de la LH regresan a sus concentraciones
basales (Figura 17) (Levine, 2015).
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Figura 17. Perfil de secrecién de la FSH, LH, prolactina, progesterona y estradiol
durante el ciclo estral de la rata en un periodo de luz de las 05:00 a las 19:00 h. La
lectura de las concentraciones se realiz6 cada dos horas en cada etapa del ciclo
estral (modificada de Smith et al., 1975).
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INERVACION

La inervacion que llega a las gbnadas modula la accion de las gonadotropinas sobre
el desarrollo folicular, la secrecibn de hormonas y la liberacion del ovocito
(Dominguez, 1998).

La inervacion de los ovarios esta conformada por fibras simpaticas, parasimpaticas
y sensoriales que llegan a la génada via el nervio vago (Nv), el nervio del plexo
ovarico (NPO) y el nervio ovérico superior (NOS) (Figura 18) (Lawrence y Burden,
1980). Estas fibras derivan de neuronas del sistema nervioso periférico que estan
conectadas mediante vias multisindpticas a las redes neuronales del SNC (Ricu et
al., 2008),

La inervacién simpatica provee al ovario de neuropéptido-Y, noradrenalina y péptido
intestinal vasoactivo (VIP), mientras que la inervacion sensorial contiene sustancia
P. El nervio vago aporta acetilcolina, somatostatina, sustancia P y VIP (Ojeda et al.,
1996).
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Figura 18. Esquema anatdmico de los nervios ovaricos (modificada de Lawrence &
Burden, 1980).
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El NPO inerva al ovario, la bursa ovarica, el oviducto y los cuernos uterinos; los
axones entran via el hilium e inervan la region medular del ovario (Pastelin, et al.,
2017).

Las fibras nerviosas que forman parte del NOS se localizan en el ganglio celiaco y
sus axones en el borde del ligamento suspensorio que desciende por el limite
inferior de la caja toracica para insertarse en el ovario, oviducto y Gtero (Lawrence
y Burden, 1980).

El NOS ingresa al ovario por el hilio y llega a diferentes compartimentos (como la
vasculatura y el tejido intersticial), y forma una red estrechamente relacionada con
los foliculos primordiales y aquellos en desarrollo, termina en las células de la teca
interna sin tener contacto con las células de la granulosa o del cuerpo Iuteo (Burden
et al., 1983).

Las neuronas del nervio vago se encuentran en la médula ventrolateral, el nicleo
gingantocelular, el area postrema, el ndcleo vagal del tracto solitario, el ndcleo
dorsal del vago, los grupos de células noradrenérgicas A1y A5, los nucleos del rafe
caudal, el locus coeruleus y el nucleo paraventricular hipotalamico; algunas
neuronas en este ndcleo estan conectadas simultaneamente con los ovarios y las

glandulas adrenales (Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

GLANDULAS ADRENALES

Existen otros factores que regulan las funciones de los ovarios, tales como la

informacion que proviene de las glandulas adrenales.

Las glandulas adrenales son dos estructuras piramidales localizadas en el polo
superior de ambos rifiones. Estan formadas de una corteza externa y la médula

interna, cubierta por una capsula de tejido conectivo (Brandan et al., 2008).

El aporte sanguineo que irriga a la corteza procede de tres arterias: suprarrenal
superior (rama de la diafragmatica inferior), una suprarrenal media procedente de la

aorta y una suprarrenal inferior (Figura 19) (Brandan et al., 2014).
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Figura 19. Esquema de la irrigacion de las glandulas adrenales (modificada de

https://slideplayer.es/slide/147035/; el 07-05-2020).

La corteza adrenal estéa dividida en tres zonas: la glomerular que se encuentra en la

zona mas externa inmediatamente debajo de la capsula y comprende el 15%, la

zona fascicular que constituye alrededor del 75%, y la zona reticular que comprende

el 10% y se encuentra adyacente a la médula adrenal (Figura 20) (Brandan et al.,

2008).
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Figura 20. Esquema de la
glandula adrenal, donde se
observan las zonas de la corteza,
las células que la conforman y
las sustancias que se sintetizan
(modificada de Gartner & Hiatt,
2007).
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La zona glomerular sintetiza mineralocorticoides cuya funcién es incrementar la
reabsorcién de sodio y la secrecion de potasio. La zona fascicular produce
glucocorticoides (corticosterona) que tienen efectos sobre el metabolismo de los
hidratos de carbono, lipidos y proteinas. También regulan la funcién inmunitaria,
circulatoria y renal, influyen sobre el crecimiento, el desarrollo, el metabolismo 6seo
y la actividad del SNC (Brandan et al., 2014). La zona reticular sintetiza las
hormonas sexuales, principalmente androgenos como la testosterona (Brandan et
al., 2011).

El déficit de mineralocorticoides puede producir en el organismo una pérdida
excesiva de sodio, hipovolemia, hipertension, retencion excesiva de potasio y
acidosis leve. El déficit de glucocorticoides produce un metabolismo anormal de los
hidratos de carbono, las grasas y las proteinas que producen debilidad muscular,
pérdida de peso y apetito e incapacidad de producir corticosterona durante el estrés

(Gonzalez-Albarran y Garcia, 2000).

La médula adrenal esta compuesta por células poliédricas dispuestas en paquetes
o cordones ramificados separados por una extensa red vascular. En la rata adulta,
aproximadamente el 74% de las células medulares producen adrenalina y el 26%
produce noradrenalina. La médula también produce dopamina y péptidos opioides
(Suttie y Sutcliffe, 2018).

La adrenalina y la noradrenalina actuan sobre los receptores a y 8; los cuales son
receptores acoplados a proteinas G. La noradrenalina tiene una mayor afinidad por
los receptores a adrenérgicos, mientras que la adrenalina tiene una mayor afinidad
por los receptores [-adrenérgicos. La activacion de los receptores a causa
vasoconstriccion y presion arterial alta; mientras que la estimulaciéon de los B causa

vasodilatacion (Liyanarachchiy Debono, 2017).

Las funciones de la corteza adrenal son reguladas por la informacién que proviene
del hipotdlamo y la hipdfisis. Las terminales nerviosas del nucleo paraventricular
hipotalamico liberan la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) en la
eminencia media y es transportada a través del sistema portal hipotaldmico-
hipofisario hacia las células corticotropas de la adenohipéfisis donde estimula la
sintesis y liberacion de la ACTH. Esta hormona es transportada por el torrente

sanguineo a la corteza de las glandulas adrenales y estimula sus funciones; esta
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via se conoce como el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (H-H-A) (Gartner y Hiatt,
2007).

La CRH es un polipéptido formado por 41 aa. Se sintetiza a partir de una pre-
hormona de 196 aa, por accion de la proteina convertasa 1y 2 (PC1y PC2). El gen
de la CRH se localiza en el cromosoma 8. La biosintesis de la ATCH tiene lugar a
partir de un precursor de 241 aa, proopiomelanocortina (POMC), sobre el que
actian las convertasas PC-1 y PC-2. Su accion biolégica se concentra en los
primeros 18 aa y su vida media es de aproximadamente 10 minutos. En su
mecanismo de accion intervienen receptores de membrana especificos acoplados

a proteina G (Brandan et al., 2011).

Alvarez (2007) mencion6é que, ante situaciones de estrés, el organismo de la
mayoria de los mamiferos reacciona activando una serie de eventos fisiol0gicos y
conductuales. Cuando dichos mecanismos resultan prolongados, se pueden
presentar consecuencias negativas sobre otras funciones fisiol6gicas como la
reproduccién. Se sabe que la activacion del eje HHA puede afectar la reproduccion
a nivel del hipotalamo, la hipdfisis y en las génadas. A nivel hipotalamico se afecta
la secrecion de la GnRH, en hipdfisis se inhibe la secreciéon de gonadotropinas,
principalmente de la LH, y a nivel gonadal se altera la funcion estimulante de las

gonadotropinas (Figura 21).
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Figura 21. Esquema de la interaccion entre la informacién del eje HHA en la sintesis
y liberacion de hormonas en el eje reproductivo (Alvarez, 2007).
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La CRH rige la respuesta del eje HHA ante situaciones de estrés y es un potente
inhibidor del generador de pulsos de GnRH. En la rata se han descrito conexiones
anatomicas entre los axones de neuronas productores de CRH y las dendritas de
neuronas secretoras de GnRH y su administracion altera de diversos modos la

secrecion de LH (Alvarez, 2007).

PARTICIPACION DE LAS GLANDULAS ADRENALES EN LA REPRODUCCION

Las alteraciones morfolégicas y funcionales de las glandulas adrenales tienen
efecto en el eje reproductivo que resulta en enfermedades tales como el sindrome
de Cushing o la enfermedad de Addison (McGivern y Redei, 1994; Gonzalez et al.,
2001).

El sindrome de Cushing es una patologia provocada por un exceso de cortisol en el
organismo que puede deberse a una exposicion a medicamentos que contengan
glucocorticoides o a un tumor en la corteza adrenal o en la hipdfisis. En la corteza
adrenal aumenta la produccion de glucocorticoides, mientras que en la hipdfisis se
incrementa la produccion de ACTH que conduce al aumento en la produccion de
glucocorticoides (Baldwin, 1979; McGiven y Redei, 1994).

Baldwin (1979) mostré que el colocar un implante de cortisol en el cuello de ratas
hembra de la cepa Sprague-Dawley en la mafiana de estro resulto en alteracion de
la citologia vaginal a lo largo de un periodo de 52 dias y disminuciéon en la
concentracion de la LH; sin cambios en la secrecion de la FSH. El autor sugiere que
no se produjo la oleada de la LH preovulatoria en la tarde de proestro por lo que el
cortisol inhibe la respuesta de la hipdfisis a la GnRH. Concluye que las hembras con
sindrome de Cushing no se modifica la secrecion de la FSH, pero si la de la LH, lo

gue afecta la ovulacion.

La enfermedad de Addison o insuficiencia adrenal primaria se caracteriza por la
secrecion insuficiente de hormonas corticosuprarrenales para mantener las
demandas periféricas. Esta enfermedad tiene una incidencia de dos o tres veces
mayor en el género femenino y tiene su origen en la destruccion bilateral de la
corteza suprarrenal que posee una reserva funcional tal, que la sintomatologia no
comienza a aparecer hasta la pérdida de un 90% o mas del tejido adrenal (Gonzalez

et al., 2001). La disminucién en la concentracion de glucocorticoides no permite que
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se lleve a cabo la retroalimentacién inhibitoria en el hipotdlamo y la hipdfisis, por lo
gue la CRH y la ACTH se siguen liberando al torrente sanguineo ocasionando
inhibicion en la secrecion de las gonadotropinas (Alvarez, 2007).

Hodges y Jones (1964) mostraron que en ratas hembra con Adx-B disminuye la
concentracion de la ACTH y de la corticosterona una hora después de la cirugia. La
de la ACTH alcanza valores mas bajos cuando transcurren cuatro horas después
de la cirugia, pero 24 horas después la concentracion de ACTH aumenta y alcanza

concentraciones maximas que se mantuvieron hasta por diez dias.

Feder etal. (1971), mostraron que la Adx.B en la etapa de diestro-1 en ratas hembra,
resulta en disminucién del nimero de ovocitos liberados en comparacion a los
animales con operacién simulada. Aunado a esto, mostraron que la administracion
dela ACTH alas 12:00 h en proestro y a las 14:00 h en diestro-1 ocasioné aumento
en las concentraciones de progesterona, sin embargo, solo en el grupo en el que la
ACTH se administr6 en la etapa de diestro-1, los animales presentaron retraso en
la ovulacion acompafiado de alteracidén en la citologia vaginal predominando la
etapa de diestro. Los autores sugieren que el aumento de la ACTH produce el
aumento de la progesterona lo que podria alterar la ciclicidad de los animales y
concluyen que tanto la falta de la progesterona provocada por la Adx-B, asi como el
exceso de esta ocasionada por el estrés, son causantes de la alteracion en la

ovulacion.

Pepler y Jacobs (1976) evidenciaron que la Adx-B en la etapa de diestro-1 del ciclo
estral de la rata resultdé en menor nimero de ovocitos liberados cuando fueron
sacrificados un ciclo o 30 dias después de la cirugia y que el andlisis de la poblaciéon
folicular resulté en disminucion del numero de foliculos mayores a 448 pm. Por ello
propusieron que la falta de la informacién que proviene de las adrenales altero la

secrecion de la FSH o disminuye la sensibilidad de los ovarios a dicha hormona.

Petraglia et al. (1978), comprobaron que la administracion de la CRH en el ventriculo
lateral derecho del cerebro de ratas de la cepa Sprague-Dawley en distintos horarios
(15:30, 16:00, 16:30, 17:00, 17:30) de la etapa de proestro, resultd en la disminucion
de la concentracion de la GnRH a partir de las 16:00 h del proestro con 1.0 nmol de
CRH y a partir de las 17:00 h con 2.0 nmol de CRH en dicha etapa. Los autores

sugirieron que la CRH puede modular de manera inhibitoria la actividad del eje
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hipotalamo-hipofisis y que la activacion de la via de la CRH inducida por estrés

puede participar en la inhibicién de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas.

Rivier y Vale (1984) observaron que la inyeccion intraventricular de 10 pl de la CRH
al medio dia del proestro ocasion6 una disminucién marcada en la secrecion de la
LH cinco horas después de la administraciéon de la neurohormona, sin cambios
significativos en la liberacion de FSH. Asimismo, blogued la oleada preovulatoria de
la LH e inhibid6 la ovulacion en el 50% de las ratas. Los autores concluyeron que el
estrés podria ejercer una influencia a través de varios mecanismos diferentes:
inhibicion de la liberacion de GnRH, cambios en la capacidad de respuesta de la
hipofisis a la GnRH, efecto directo en la esteroidogénesis gonadal o efecto en la
capacidad de respuesta de los 6rganos reproductivos a los esteroides sexuales. A
su vez, que el aumento en las concentraciones circundantes de corticosteroides o
progesterona disminuyen la respuesta hipofisaria a la GnRH lo que ejercié una

accion inhibitoria directa sobre la esteroidogénesis.

Flores et al. (2008), mostraron que la Adx-B realizada a las 13:00 h en cualquier
etapa del ciclo estral resultd en la disminucion de la concentracion de progesterona
en suero al ser evaluada una hora después de la cirugia, mientras que la
ovariectomia bilateral resulté en la disminucion de la concentracion de estradiol.
Con base en los resultados, los autores concluyeron que las adrenales aportan la
mayor concentracion de progesterona al suero, mientras que los ovarios son la

principal fuente de estradiol a lo largo del ciclo estral.

Pimentel (2011) mostré que la Adx-B realizada a las 13:00 h en las etapas de
proestro, estro o diestro-1 resultd en la disminucion de la TAO, pero no alteré la
cantidad de ovocitos liberados. Por ello, la autora propuso que la adrenalectomia
resulta en un aumento en la secrecion de ACTH, lo cual alter6 la secrecion de GnRH

y de las gonadotropinas preovulatorias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en los resultados obtenidos en los animales con adrenalectomia bilateral
se sugiere que la informacion que proviene de las glandulas adrenales regula de
manera estimulante los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion. Sin
embargo, se desconoce a qué nivel del eje reproductivo participa la informacion que
proviene de las adrenales en la ovulacion, por lo que en este estudio se realizo el
reemplazo de la sefal que proviene del hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios en ratas

con adrenalectomia bilateral que presenten disminucién en la ovulacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

El reemplazo hormonal de la GnRH hipotalamica, de la FSH y LH hipofisaria o del
estradiol ovarico ¢Puede restaurar la ovulacion en ratas con adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en las etapas que presentaron disminucién en este

parametro?

HIPOTESIS

Dado que la ovulacién es regulada por la informacién que proviene del hipotalamo,
la hipdfisis y los ovarios, y la ausencia de las glandulas adrenales modifica dicho
proceso, entonces, el reemplazo de las sefiales hipotalamica, hipofisarias u ovarica

restaurara la ovulacion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefial hipotalamica, hipofisaria u
ovarica en las etapas en las que los animales con adrenalectomia bilateral a las

13:00 h presentan disminucién de la ovulacion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos de la operacion simulada a las 13:00 h en cada etapa del

ciclo estral sobre la ovulacion.

- Analizar la participacion de las glandulas adrenales a las 13:00 h en cada

etapa del ciclo estral sobre la ovulacion.

- Analizar la respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefial hipotalamica
(LHRH) en las etapas en las que los animales con adrenalectomia bilateral a

las 13:00 h presentaron disminucion de la ovulacion.

- Analizar la respuesta ovulatoria al reemplazo de las sefiales hipofisarias
(hCG o0 eCG) en las etapas en las que los animales con adrenalectomia

bilateral a las 13:00 h presentaron disminucion de la ovulacion.

- Analizar la respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefal ovarica (Benzoato
de estradiol) en las etapas en las que los animales con adrenalectomia

bilateral a las 13:00 h presentaron disminucion de la ovulacion.
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MATERIAL Y METODOS

En este estudio se utilizaron ratas hembra virgenes de la cepa CIIZ-V de tres meses
de edad, en condiciones controladas de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad (con
luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), con agua y comida ad libitum. Con el fin de
monitorear su ciclo estral se les realiz6 frotis del epitelio vaginal diariamente a las
09:00 h, y solo se incluyeron aquellos animales que presentaron al menos dos ciclos

consecutivos de cuatro dias: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro.

El trabajo experimental se llevo a cabo bajo la Norma Oficial Mexicana de Proteccion
Animal para el Uso de Animales de Experimentacién (NOM-062-ZO0-1999).

Las intervenciones quirdrgicas se llevaron a cabo entre las 12:50 y 13:10 h en cada
etapa del ciclo estral, para lo cual se utiliz6 material estéril (Quantes, campos y

material quirdrgico).

Grupos Experimentales (para cada grupo experimental se utilizaron siete

animales).

Operacién simulada: Debido a que el grupo control de cirugia debe contener todos
los pasos a realizar excepto el fin de ésta, se realiz6 la operacion simulada en la

gue se buscaron las glandulas adrenales, sin tocarlas.

Procedimiento: Los animales fueron anestesiados con isoflurano (PISA, México), lo
cual se llevé a cabo en dos etapas: induccion y mantenimiento. Para la induccién
los animales fueron introducidos en una caja en la cual se administro isoflurano al
3% en oxigeno a un flujo de 900 mL/min por aproximadamente dos minutos. Cuando
los animales estaban completamente anestesiados se colocaron en una mesa de
cirugia y en su nariz se colocé una boquilla a través de la cual se administro

isoflurano al 2.5% y oxigeno a 600 mL/min durante el tiempo que durd la cirugia.

Enseguida se procedié a realizar una laparotomia ventral. Para ello, en la parte
ventral debajo de la ultima costilla se humedeci6 un area de aproximadamente dos
centimetros cuadrados con jabdn quirdrgico y se retiré el vello corporal con una
navaja de afeitar. Posteriormente, el &rea se limpié con torundas de povidona
yodada, de alcohol etilico (70%), povidona neutra y de alcohol etilico (70%).
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Después, se colocd un campo quirargico sobre el area rasurada, fijandola a la cama
con masking tape. A los animales se les inyectdé 0.1 mL de antibidtico (Enroxil,
SENOSAIN 50 mg/Kg de peso corporal) de manera subcutanea en el muslo derecho
y 0.1 mL de antinflamatorio (Melodex, ARANDA 5 mg/Kg de peso corporal)

subcutaneo en el muslo izquierdo.

Inmediatamente, se sostuvo la piel con pinzas de diseccion, se sujet6 el musculo y
el peritoneo con pinzas Kelly y con un bisturi se realizé una incision ventral
horizontal de aproximadamente un centimetro debajo de la ultima costilla sin tocar

ningun érgano.

La cavidad abdominal se ilumino con una fuente de luz para lampara de fibra Optica
(Fiber Lite) y con unas pinzas de diseccion se realizé el movimiento de los 6rganos
gue permitieron encontrar la glandula adrenal izquierda (higado, estbmago y bazo),

y posteriormente la derecha (I6bulos del higado).

Una vez que se observaron las glandulas adrenales; sin tocarlas ni a sus conexiones
sanguineas; se administré 0.1 mL de solucién salina, ya que es util en el reemplazo
del sangrado y pérdidas de otros liquidos en la cirugia (Cardona, 2000). La herida
fue suturada por puntos (sutura de polipropileno 3.0), los animales se colocaron en
un cojin térmico (BENESTA) hasta que despertaran de la anestesia, tuvieran
movimiento sin titubeo y comportamiento de exploracion. Posteriormente

regresaron al bioterio.

Adrenalectomia bilateral: para analizar los efectos de la adrenalectomia bilateral
sobre la ovulacién, una vez que los animales fueron anestesiados y se realizo la
laparotomia ventral, se extrajeron las glandulas adrenales. Para extirpar la glandula
adrenal izquierda, con ayuda de pinzas de diseccion, se movio el higado, el
estbmago y el bazo. Se sujetaron con presion la arteria frénica inferior, la
suprarrenal media y ramas de la arteria renal, asi como la vena suprarrenal, y con

las tijeras iris se realiz6 el corte entre las pinzas y la glandula.

Para extirpar la glandula adrenal derecha se sujet6 con las pinzas de diseccion la
arteria frénica inferior, la suprarrenal media, ramas de la arteria renal y la vena
suprarrenal. Posteriormente, con las tijeras iris se realizé el corte entre las pinzas y

la glandula, sacando la adrenal completa.
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Se administré 0.1 mL de solucién salina directo a la cavidad abdominal, la herida

fue suturada por puntos y se siguio el procedimiento de recuperacion.

Adrenalectomia y reemplazo hormonal: En los grupos de animales que
presentaron disminucion en la ovulacion se realizé la adrenalectomia bilateral

seguida del reemplazo hormonal.

Sefial hipotaldmica: una vez que se realizé la Adx-B a las 13:00 h y con el fin de
estimular la secrecién preovulatoria de las gonadotropinas se analizaron los efectos
de la inyeccién de 3.7 pg/kg peso corporal via subcutdnea de (Gly-OH)-LHRH
sintética (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a las 14:00 h del proestro sobre la

ovulacion.

Senal hipofisaria: con el objetivo de simular la oleada preovulatoria de la LH y
estimular la ovulacion una vez realizada la Adx-B a las 13:00 h, se analizo el efecto
de la administracion de 5 Ul de gonadotropina corionica humana (hCG) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) via subcutanea a las 14:00 h del proestro.

Para estimular el desarrollo folicular y la formacién de foliculos preovulatorios listos
para la ovulacion, en otro grupo de animales, una vez realizada la Adx-B a las 13:00
h, se analizaron los efectos de la administracion de 10 Ul de la gonadotropina
corionica equina (eCG) (Virbac, México) via subcutanea 10:00 h en el diestro-1

sobre la ovulacion.

Sefial ovérica: con el objetivo de estimular la secrecion de GNRH, una vez realizada
la Adx-B a las 13:00 se analizaron los efectos de la administracion de 10 ug
subcutaneo de benzoato de estradiol (BE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), la cual

se inyecto a las 14:00 h del diestro-2.

La toma de frotis vaginal se reinicido un dia después de la cirugia, con el fin de

conocer si se presentaron alteraciones en la ciclicidad.
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Sacrificio

Los animales con operacion simulada o con Adx-B fueron sacrificados a las 9:00 h
en la etapa de estro vaginal, al igual que un grupo de animales intactos, mientras
gue aquellos con Adx-B y reemplazo hormonal fueron sacrificados a las 9:00 h en

el dia del estro esperado.

Del oviducto de ambos ovarios se obtuvieron y cuantificaron los ovocitos presentes
con ayuda de un microscopio estereoscopico (Carl Zeiss). Para confirmar dicho
namero, los ovocitos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se contaron en el

microscopio optico (Nikon 137644).

Se disecaron los ovarios, el Utero y las adrenales y se pesaron en una balanza de
precision (0.0001g, Mettler AT261 DeltaRange).

Anadlisis estadistico

Los resultados de la tasa de animales ovulantes (TAO), expresados como el
porcentaje de animales ovulantes (PAO), fueron analizados mediante la prueba de
probabilidad exacta de Fisher. El nimero de ovocitos liberados se analiz6 mediante
la prueba estadistica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn, pere-cuando
fue necesario comparar entre dos grupos se realizé el analisis con la prueba de U
de Mann-Whitney. Estos resultados fueron expresados como la mediana y rangos

intercuartiles (Q1, M, Q3.

Los resultados de las masas de 6rganos se analizaron con la prueba de analisis de
varianza multiple (ANDEVA) seguida de la prueba de Dunnett, cuando fue necesario
realizar comparaciones entre dos grupos se utilizo la prueba de “t” de Student y se
expresaron como la media = e.e.m. Se consideraron significativas aquellas
diferencias en las cuales la probabilidad fue menor o igual a 0.05. El programa
estadistico utilizado fue Prism 6 version 6.01 (GraphPad Software Inc. USA) con

apoyo del programa StatGraphics Centurion XVI.
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RESULTADOS
Intacto

El 100 % de los animales intactos ovul6 en el dia del estro vaginal. La mediana de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo fue de 6, por el ovario derecho de 7 y por

ambos ovarios de 14.

Operaciéon simulada

La operacién simulada a las 13:00 h en cada etapa del ciclo estral no modificé el
porcentaje de animales ovulantes ni el nUmero de ovocitos liberados respecto a lo

observado en el grupo intacto (Grafica 1).
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Gréfica 1. Porcentaje de animales ovulantes y niumero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales intactos o con operacion simulada a las 13:00
h en cada etapa del ciclo estral y sacrificados a las 9:00 h del estro vaginal.
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En el grupo con operacion simulada no se modifico la masa corporal, adrenal o del
Utero de los animales; sin embargo, cuando se realizdé en la etapa de proestro
resulté en aumento de la masa del ovario izquierdo en comparacion a lo observado

en el grupo intacto (Cuadros 1, 2y 3).

Cuadro 1. Media £ e.e.m. de la masa corporal de animales intactos o con operacion
simulada alas 13:00 h en cada etapa del ciclo estral y sacrificados a las 9:00 del estro
vaginal.

Grupo Etapa Masa corporal Masa corporal Diferencia de
de la (cirugia) (sacrificio) medias
cirugia Q)
Intacto 235.66.7 235.616.7 0.0
estro 252.448.1 252.9£7.6 -0.4+1.7
Operacion  diestro-1 244.3+4.7 246.1+£3.3 -1.9+4.3
simulada diestro-2 238.6+3.4 237.4+3.3 1.1+1.7
proestro 241.0£3.9 234.9+0.5 6.1+2.4

Cuadro 2. Media * e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales intactos o
con operacion simulada a las 13:00 h en cada etapa del ciclo estral y sacrificados a
las 9:00 del estro vaginal.

Grupo Etapa Masa ovarica Masa adrenal Utero
dela
cirugia (mg/100 g de masa corporal)
Intacto 23.4+0.8 24.8+1.3 186.5+11.2
estro 25.4+1.3 22.9+1.4 169.5+6.2
Operacion  diestro-1 24.810.8 23.410.9 171.0+8.8
simulada diestro-2 23.7+0.8 23.8+1.3 165.6+5.8
proestro 28.0+1.9* 23.3t1.4 157.415.6

*p=0.0483 vs. Grupo intacto (ANDEVA seguida de la prueba de Dunnett).

Cuadro 3. Media = e.e.m. de la masa relativa de cada ovario y adrenal de animales
intactos o con operacién simulada a las 13:00 h en cada etapa del ciclo estral y
sacrificados a las 9:00 del estro vaginal.

Grupo Etapa Ovario Ovario Adrenal Adrenal
de la izquierdo derecho izquierda derecha

cirugia (mg/100 g de masa corporal)
Intacto 11.3+0.5 12.1+0.8 12.9+0.8 12.0+0.5
estro 12.2+1.8 13.2+0.9 10.5+0.4 11.9+0.5
Operacion diestro-1 11.8+0.4 13.0£0.6 12.1+0.4 11.3+0.6
simulada diestro-2 11.6+0.5 12.1+0.5 12.3+0.5 11.5+0.8
proestro 13.9+0.8* 14.1+1.3 11.5+0.8 10.8£1.0

* p= 0.0323 vs. grupo intacto (ANDEVA seguida de la prueba de Dunnett).
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Adrenalectomia bilateral

La Adx-B no altero el porcentaje de animales ovulantes (Grafica 2). Sin embargo,
cuando la cirugia fue realizada en diestro-1 resultd en disminucion del nimero de
ovocitos liberados por el ovario derecho o por el ovario izquierdo cuando dicha
cirugia se realiz6 en proestro en comparacion con su respectiva operaciéon simulada
(Gréfica 3).
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Gréfica 2. Porcentaje de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho de
animales con operacién simulada o adrenalectomia bilateral (Adx-B) a las 13:00 h en
cada etapa del ciclo estral y sacrificados a las 9:00 h del estro vaginal inmediato.
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Gréafica 3. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
animales con operaciéon simulada o adrenalectomia bilateral (Adx-B) a las 13:00 h en
cada etapa del ciclo estral y sacrificados a las 9:00 h del estro vaginal inmediato.
* p=0.0265; # p= 0.0242 vs. su respectiva operacién simulada (prueba de U de Mann

Whitney).
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El tratamiento resulté en disminucion de la masa corporal cuando fue realizado en
las etapas de estro o diestro en comparacion con su respectiva operacion simulada,
sin alterar la masa de los ovarios o del utero (Cuadro 4 y 5).

Cuadro 4. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, el sacrificio y
diferencia de medias de animales con operacién simulada o adrenalectomia bilateral

alas 13:00 h en cada etapa del ciclo estral.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
(@)
Operacion simulada estro 252.4+8.1 252.9+7.6 -0.4+1.7
Adx-B 231.9+7.9 221.4+6.4 10.4+4.3*
Operacion simulada diestro-1 244.3+4.7 246.1+3.3 -1.9+4.3
Adx-B 229.3+3.0 220.4+2.6 8.9+0.9%
Operacion simulada diestro-2 238.6£3.4 237.4+£3.3 1.1+£1.7
Adx-B 241.9+7.3 232.3+5.5 9.6+2.0%
Operacion simulada proestro 241.0£3.9 234.9+.5 6.1+2.4
Adx-B 242.0+9.3 235.4+8.7 6.6+£1.8

Adx-B = Adrenalectomia bilateral

*p=0.0363 vs. operacion simulada en estro (Prueba de U de Mann Whitney).
#p=0.0327 vs. operacion simulada en diestro-1 (Prueba de U de Mann Whitney).
¢p=0.0076 vs. operacion simulada en diestro-2 (Prueba de U de Mann Whitney).

Cuadro 5. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operacién simulada o con adrenalectomia bilateral a las 13:00 h en cada etapa del
ciclo estral.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovarica
(O1+0D)
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion estro 12.2+1.8 13.2+0.9 25.4+1.3 169.5+6.2
simulada
Adx-B 13.1+0.9 13.4+1.0 26.7+1.1 167.3+5.9
Operacion diestro-1 11.8+0.4 13.0£0.6 24.8+0.8 171.0+8.8
simulada
Adx-B 12.9+1.1 13.0+0.6 25.9+1.3 177.4+7.4
Operacion diestro-2 11.6+0.5 12.1+0.5 23.7+£0.8 165.6+5.8
simulada
Adx-B 12.3+0.9 12.4+0.7 24.7+1.3 150.846.2
Operacion proestro 13.9+0.8 14.1+£1.3 28.0+£1.9 157.445.6
simulada
Adx-B 12.1+0.8 12.9+0.6 25.0+1.0 175.6+8.8

Adx-B = Adrenalectomia bilateral
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Resultados

Adrenalectomia bilateral en diestro-1y reemplazo hormonal

El reemplazo de la sefial hipotaldmica causo6 que el 100 % de los animales ovularan

y restauro el numero de ovocitos liberados por el ovario derecho ya que liberé una

cantidad similar al grupo con operacion simulada y mayor a lo liberado por el grupo
con Adx-B (Gréfica 4).

El tratamiento no modific6 la masa corporal ni la masa de los 6érganos en

comparacion con sus grupos control (Cuadro 6y 7).
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Gréfica 4. Porcentaje de animales ovulantes y niumero de ovocitos liberados por
ovario de animales con operacion simulada o adrenalectomia bilateral (Adx-B) a las
13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial hipotalamica con 3.7
pHg/kg s.c. LHRH a las 14:00 h en la etapa de proestro y sacrificados a las 9:00 h del
estro esperado. *p= 0.0061 vs. operacién simulada; p= 0.0107092 vs. Adx-B (prueba
de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Resultados

Cuadro 6. Media + e.e.m. de la masa corporal en el momento de la cirugia, al sacrificio
y diferencia de medias de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo hormonal con (LHRH
alas 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Masa corporal Masa corporal Diferencia de
(cirugia) (Sacrificio) medias
(9
Operacion simulada 244.3+4.7 246.1+3.3 -1.944.3
Adx-B diestro-1 229.3+3.0 220.4+2.6 8.9+0.9*
Adx-B+LHRH 248.1+3.9 239.3+2.9 8.915.4

*p=0.0327 vs. operacion simulada (Prueba de U de Mann Whitney).

Cuadro 7. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operacién simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h de diestro-1 seguida o no
de reemplazo de la sefial hipotalamica con LHRH a las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovarica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion 11.8+0.4 13.0+0.6 24.8+0.8 171.0+8.8
simulada .
Adx-B diestro-l 159411 13.040.6 259+13  177.4+7.4
Adx-B+LHRH 13.7+0.8 13.5+0.5 27.2+0.7 167.315.1

En ratas con Adx-B a las 13:00 h en diestro-1, el reemplazo de la sefal hipofisaria
con hCG a las 14:00 h en la etapa de proestro no restaurd el nUmero de ovocitos
liberados ya que presentaron un nimero de ovocitos similar al liberado por el grupo

con Adx-B (Grafica 5).

El tratamiento resulté en disminucion de la masa corporal en comparacion con la

operacion simulada sin alterar la masa de los érganos (Cuadro 8y 9).

41

Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Unidad de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién.



Resultados
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Grafica 5. Porcentaje de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral (Adx-B) a las 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefal
hipofisaria con 5 Ul de hCG s.c. alas 14:00 h en la etapa de proestro y sacrificados a
las 9:00 h del estro esperado. *p= 0.0061 vs. operacién simulada; #p=0.0045866 vs.
operacién simulada (prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).

Cuadro 8. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, el sacrificio y
diferencia de medias de animales con operacién simulada o adrenalectomia bilateral
alas 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial hipofisaria (hCG) a
las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
(@)
Operacion simulada 244.3+4.7 246.1+3.3 -1.9+4.3
Adx-B diestro-1 229.3+£3.0 220.4+2.6 8.9+0.9*
Adx-B+ hCG 248.1+3.9 239.3+2.9 15.1+1.5*

"p=0.0327 vs. operacion simulada; #p= 0.0012 vs. operacion simulada (prueba de ANDEVA seguida
de la prueba de Dunnett).
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Resultados

Cuadro 9. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operaciéon simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h en diestro-1 seguida o no
del reemplazo de la sefial hipofisaria (hCG) a las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovarica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion simulada 11.8+0.4 13.0£0.6 24.810.8 171.0+8.8
Adx-B diestro-1 12.9+1.1 13.0+0.6 25.9+1.3 177.447.4
Adx-B+hCG 14.7+0.7 13.3+0.6 27.9+0.8 150.7+5.9

El reemplazo de la sefal hipofisaria con eCG provoco la ovulacion en el 100% de
los animales con Adx-B en diestro-1. Asimismo, restaur0 el niumero de ovocitos
liberados por el ovario derecho, ya que liberé una cantidad similar a los animales
con operacién simulada y presentd aumento comparado con el grupo con Adx-B
(Gréfica 6).

El tratamiento resulté en disminucion de la masa corporal de los animales en
comparacion con la operacion simulada, sin alterar la masa de los 6rganos (Cuadro
10y 11).
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Gréfica 6. Porcentaje de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial hipofisaria
con 10 Ul de eCG s.c. alas 13:00 h en diestro-1y sacrificados a las 9:00 h del estro
esperado. # p=0.0061 vs. operacion simulada; #p=0.0105194 vs. Adx-B (prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).

Cuadro 10. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, el sacrificio
y diferencia de medias de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial hipofisaria
(eCG) alas 13:00 h en diestro-1.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
9)
Operacion simulada 244.3+4.7 246.1+3.3 -1.9+4.3
Adx-B diestro-1 229.3+3.0 220.4+2.6 8.9+0.9*
Adx-B+eCG 259.6145.4 247.315.5 12.3+2.5%

"p=0.0327 vs. operacion simulada
#p=0.0084 vs. operacion simulada, prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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Resultados

Cuadro 11. Media + e.e.m. de la masa relativa de los érganos de animales con
operacién simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h en diestro-1 seguida o no
del reemplazo de la sefial hipofisaria (eCG) a las 13:00 h en diestro-1.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovérica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion simulada 11.8+0.4 13.0+£0.6 24.840.8 171.0+8.8
Adx-B diestro-1 12.9+1.1 13.0+0.6 25.9+1.3 177.4+7.4
Adx-B+eCG 13.6+1.1 14.3+0.7 27.9+1.7 154.1+7.2

Debido a que el reemplazo con LHRH y eCG restauré la ovulacién en los animales
con Adx-B, se realiz6 otro grupo con Adx-B en el que se llevo a cabo el reemplazo
de la sefal ovérica para analizar si el hipotalamo secreta GnRH en respuesta a los
estrogenos. Para ello, se inyectd 10 pg de BE a las 14:00 h en la etapa de diestro-

2 en ratas con Adx-B a las 13:00 h en la etapa de diestro-1.

El tratamiento con BE no alteré significativamente el porcentaje de animales
ovulantes, pero restaur6 el numero de ovocitos liberados por el ovario derecho con
una cantidad similar a la del grupo con operacion simulada (Gréfica 7). La masa
corporal de los animales disminuyd en comparacién con su grupo control, sin alterar

la masa de los 6rganos (Cuadro 12 y 13).
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Grafica 7. Porcentaje de animales ovulantes y el nUmero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral alas 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial ovéarica con
10 pg de BE s.c. a las 14:00 h en diestro-2 y sacrificados a las 9:00 h del estro

esperado. *p=0.0061 vs operacion simulada (prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn).

Cuadro 12. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, el sacrificio
y diferencia de medias de animales con operacién simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en diestro-1 seguida o no del reemplazo de la sefial ovarica a
las 14:00 h en diestro-2.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
9)
Operacion simulada 244.3+4.7 246.1+3.3 -1.9+4.3
Adx-B diestro-1 229.3+3.0 220.4+2.6 8.9+0.9*
Adx-B+BE 247.3+7.6 236.9+6.4 10.4+2.5%

"p=0.0327 vs. operacion simulada; #p= 0.0168 vs. operacion simulada (prueba de ANDEVA seguida
de la prueba de Dunnett).
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Resultados

Cuadro 13. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operaciéon simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h en diestro-1 seguida o0 no
del remplazo de la sefial ovérica (BE) a las 14:00 h en diestro-2.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovarica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion simulada 11.8+0.4 13.0£0.6 24.8+0.8 171.0+8.8
Adx-B diestro-1 12.9+1.1 13.0+0.6 25.9+1.3 177.4+7.4
Adx-B+BE 13.3+0.8 14.4+0.2 27.6x0.9 161.8+4.7
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Adrenalectomia bilateral en proestro y reemplazo hormonal

Resultados

El reemplazo de la sefial hipotalamica en ratas con Adx-B a las 13:00 h en la etapa

de proestro resultdé en un 100% de animales ovulantes y restauré el numero de

ovocitos liberados por el ovario izquierdo; similar al que liberé el grupo con la

operacion simulada y mostr6 aumento respecto al grupo con Adx-B (Gréfica 8). El

tratamiento no alter6 la masa corporal ni la masa de los 6érganos (Cuadro 14 y 15).
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Grafica 8. Porcentaje de animales ovulantes y el nUmero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales con operacidon simulada o adrenalectomia
bilateral alas 13:00 h en proestro seguida o no del reemplazo de la sefial hipotalamica
con 3.7 ug/kg s.c. LHRH alas 14:00 h en la etapa de proestro y sacrificados a las 9:00
h del estro esperado. *p= 0.0242 vs. operacion simulada; *p= 0.0455223 vs. Adx-B

(prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Resultados

Cuadro 14. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, el sacrificio
y diferencia de medias de animales con operacién simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en proestro seguida o no del reemplazo hormonal con (LHRH a
las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
9)
Operacion simulada 241.0+3.9 234.9+3.5 6.1+2.4
Adx-B proestro 242.049.3 235.448.7 6.6+1.8
Adx-B+LHRH 232.948.2 228.0+£7.3 4.9+1.5

Cuadro 15. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operacion simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h en proestro seguida o no
del remplazo de la sefial hipotalamica a las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Ovario Ovario Masa Utero
izquierdo derecho ovarica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion simulada 13.9+0.8 14.1+1.3 28.0+£1.9 157.415.6
Adx-B proestro 12.1+0.8 12.9+0.6 25.0£1.0 175.6+8.8
Adx-B+ LHRH 14.2+0.9 12.8+0.5 26.9+0.8 166.615.1

El reemplazo con hCG no modifico el porcentaje de animales ovulantes y restaur6
el nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo en comparacion con la Adx-

B (Gréfica 9). Sin alterar la masa corporal ni de los 6rganos (Cuadro 16y 17).
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Grafica 9. Porcentaje de animales ovulantes y el nUmero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o derecho de animales con operacion simulada o adrenalectomia
bilateral a las 13:00 h en proestro seguida o no del reemplazo de la sefial hipofisaria
con 5Ulde hCG s.c. alas 14:00 h en la etapa de proestro y sacrificados a las 9:00 h
del estro esperado. *p= 0.0242 vs. operacion simulada; #p=0.0323997 vs. Adx-B
(prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).

Cuadro 16. Media + e.e.m. de la masa corporal al momento de la cirugia, sacrificio y
diferencia de medias de animales con operacién simulada o adrenalectomia bilateral
alas 13:00 h en proestro seguida o no del reemplazo de la sefial hipofisaria (hCG) a
las 14:00 h en proestro.

Grupo Etapa Masa corporal Masa Diferencia
(cirugia) corporal de medias
(Sacrificio)
(@)
Operacion simulada 241.0+£3.9 234.9+3.5 6.1+2.4
Adx-B proestro 242.019.3 235.4+8.7 6.6+£1.8
Adx-B+hCG 249.9+10.0 242.6+9.9 7.3t15
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Resultados

Cuadro 17. Media + e.e.m. de la masa relativa de los 6rganos de animales con
operaciéon simulada o adrenalectomia bilateral alas 13:00 h en proestro seguida o no

del reemplazo de la sefial hipofisaria (hCG) a las 14:00 h en proestro.
Ovario Ovario Masa
izquierdo derecho ovarica
(mg /100 g de masa corporal)
Operacion simulada 13.9+0.8 14.1+1.3 28.0+1.9 157.445.6
Adx-B proestro  12.1+0.8 12.94+0.6 25.0£1.0 175.6+8.8
Adx-B+hCG 14.1+0.4 12.6+1.0 26.7£1.2 188.9+18.7

Grupo Etapa Utero
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Discusion
DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la regulacion de
la ovulacion existe comunicacion entre las glandulas adrenales y el eje hipotalamo-
hipofisis-ovario; la respuesta ovulatoria es diferente para cada ovario y depende de

la etapa del ciclo estral en la que se analice.

La operacion simulada realizada en cada etapa del ciclo estral no modificé la
ovulacién en los animales. Se sugiere que el procedimiento realizado para dicha
cirugia; la anestesia con isoflurano, la laparotomia y el movimiento de 6rganos, no
interviene en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacién en la rata.
Contreras et al., 2021 mostraron que el isoflurano como anestésico no altera la

ovulacion en la rata adulta, lo que apoya nuestros resultados.

¢, Como explicar ladisminucion de la ovulacién causada por la

adrenalectomia bilateral?

La disminucién del numero de ovocitos liberados en las etapas de diestro-1 o
proestro puede deberse a que la ausencia de glandulas adrenales ocasiona
disminucién en las concentraciones de glucocorticoides una hora después de la
cirugia y se mantiene por los siguientes diez dias (Hodges y Jones, 1964). La falta
de glucocorticoides puede actuar en los distintos niveles del eje HHO (Whirledge y
Cidlowski, 2010); pueden alterar la secrecion de la GnRH, la de las gonadotropinas
(Jacobs y Peppler, 1980) o la funcién gonadal (Whirledge y Cidlowski, 2010).

Jomn 4
MY

Figura 22. Modelo propuesto sobre la interacciéon de los glucocorticoides sobre el eje
reproductivo regulando la secrecidn de las hormonas. Se propone que la ausencia ( X
X) de las glandulas adrenales ocasiona disminucion (# ) en la concentracién de
glucocorticoides, lo que puede provocar disminucion (#) en la secrecion de las hormonas
del eje reproductivo (GnRH, LH, FSH o estradiol) lo que resulta en alteracién () de la
ovulacion.
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Discusion
¢, Como explicar larespuesta ovarica al reemplazo hormonal en ratas con

disminucién en la ovulacién causada por la adrenalectomia bilateral en la

etapa de diestro-1?

En animales con Adx-B en la etapa del diestro-1, la restauracion del numero de
ovocitos liberados se llevé a cabo por el reemplazo de la sefial hipotalamica de
LHRH, la sefal hipofisaria con eCG y la sefal ovarica con BE, sin restaurar la
ovulacion el reemplazo con hCG. Con base en estos resultados se sugiere que la
falta de glandulas adrenales altera el eje HHO a nivel ovarico; lo que alter6 la

secrecion de la FSH y por ende la esteroidogénesis.

Whirledge y Cidlowki, 2010, mencionan que los glucocorticoides son necesarios
para la funcién gonadal adecuada. Dichas hormonas tienen acciones diferenciales
dependiendo de la abundancia de los receptores a glucocorticoides funcionales y
disponibles en las células diana; los receptores presentes en los foliculos son
constantes durante la maduracion folicular y la ovulaciéon de la rata. Indican que los
niveles de glucocorticoides activos se suprimen durante el desarrollo y la
maduracion folicular, mientras que los niveles aumentan en el proceso ovulatorio

desencadenado por la LH.

Los glucocorticoides actian directamente sobre las células ovéricas para inhibir la
accion de la LH y la biosintesis de esteroides estimulada por la LH de una manera
dependiente de la concentracion. En células de la granulosa, los glucocorticoides
suprimen la actividad de la aromatasa P450 inducida por la FSH y el nUmero de
receptores de la LH. Por el contrario, los glucocorticoides mejoran la sintesis de
progesterona estimulada por la FSH. El efecto sinérgico de los glucocorticoides
sobre la sintesis de progesterona mediada por FSH puede explicarse por el
aumento de la produccion y el deterioro del metabolismo de la progesterona. Los
glucocorticoides estimulan la actividad de 33-HSD, que convierte la pregnenolona
en progesterona e inhibe la actividad de 20a-HSD, que reduce la progesterona a
una forma inactiva. Ademas, los glucocorticoides pueden regular la ovogénesis a lo

largo de multiples etapas de la ovulacion (Whirledge y Cidlowski, 2010).

Bishayi y Ghosh (2003), mostraron que la adrenalectomia resulta en disminucion en
la concentracién de glucocorticoides por lo cual dicha hormona no puede realizar

sus funciones. También se ha mostrado que disminuye los niveles de la proteina
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Discusién
StAR (proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda) inducida por la LH. Esto

puede resultar en diferencias en la sintesis y liberacién del estradiol durante el
desarrollo folicular (Whirledge y Cidlowski, 2017).

El estradiol también es importante en el mantenimiento de la funcién ovérica, ya que
regula el desarrollo folicular e inhibe la apoptosis de las células de la granulosa
(Matsuda et al., 2012).

Por lo tanto, en la etapa de diestro-1, se sugiere que la informacion que proviene de
las glandulas adrenales actua a nivel ovarico, ya que estimula el desarrollo folicular

y la secreciéon de estradiol, lo que a su vez estimula la secrecion de FSH.

La administracion de hCG en los animales con Adx-B no restauro la ovulacion, por
lo que se sugiere que se alteré el desarrollo folicular y existian pocos foliculos

preovulatorios capaces de liberar su ovaocito.

¢A qué se debe que dicha disminucion solo suceda en el ovario derecho en

la etapa del diestro-17?

Existe evidencia que la inervacion juega un papel importante en la regulacion de las
funciones ovaricas y que los mecanismos que participan son diferentes para el
ovario izquierdo o derecho, asi como de la etapa del ciclo estral en la que se analice

(Dominguez et al., 1998).

Solis et al. (2019), mostraron que al realizar una adrenalectomia izquierda a las
13:00 h en la etapa del diestro-1 disminuye el nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho, mientras que el realizar la adrenalectomia derecha no altera la
ovulacion. Con base en dichos resultados sugirieron que la informacion que
proviene de la glandula adrenal izquierda forma parte de los mecanismos que

estimulan la ovulacion del ovario derecho.

Las glandulas adrenales se encuentran inervadas via el nervio vago (Toéth et al.,
1997), a su vez, el ovario también recibe informacion que proviene del mismo nervio
(Ojeda et al., 1996), por lo tanto, las glandulas adrenales y los ovarios podrian estar
compartiendo informacion que module las funciones ovéricas a través de la

estimulacién del nervio vago.
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Al respecto, Chavez et al. (1989), mostraron que al realizar una vagotomia izquierda
a las 13:00 h en la etapa del diestro-1 resulté en aumento del nUmero de ovocitos
liberados por el ovario derecho, concluyendo que el nervio vago izquierdo modula

de manera inhibitoria la accion de las gonadotropinas sobre el nUmero de ovocitos

liberados por dicho ovario.

Con esta informacion, se sugiere que al realizar la Adx-B en dicha etapa, es la
ausencia de la adrenal izquierda y, por tanto, la estimulacién del nervio vago
izquierdo lo que provoca la disminucion del numero de ovocitos liberados por el

ovario derecho.

¢, Como se explica la disminucién de la masa corporal después de la Adx-B?

La disminucién en la masa corporal que se observé en los animales con

adrenalectomia bilateral pudo deberse a alteraciones en la ingesta de alimentos.

Su et al. (2015), mencionan que la adrenalectomia resulta en pérdida del ritmo de
la alimentacion diaria debido a que las hormonas adrenales son necesarias para la
expresion de los genes para la adipogénesis, la lipogénesis y la oxidacion de acidos
grasos, asi como la expresion de los genes para la Hsl (hormona sensible a la
lipasa), receptor de glucocorticoides, leptina y adiponectina. Para que se lleve a
cabo la diferenciacion celular de los adipocitos (adipogénesis) se necesita de
inductores como insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF1),
glucocorticoides y AMPc. Los glucocorticoides, en particular, son estimulantes
energéticos de la diferenciacion de los adipocitos ya que actlan a nivel nuclear y
pueden activar directamente la transcripcion celular. Ademas, inhiben a la
fosfolipasa A2 y, a través de este efecto, se piensa que se puede contrarrestar el
efecto inhibitorio de las prostaglandinas sobre la diferenciacion celular (Viveros et
al., 2002).

Se ha mostrado que la adrenalectomia aumenta la sensibilidad a la leptina,
aumentando la expresion del ARNm de su receptor, al igual que aumenta la
sensibilidad a insulina (La Fleur, 2006). La leptina es una hormona secretada por
los adipocitos que interacciona con diversos receptores hipotalamicos y activa
diversas rutas neuroendocrinas encargadas de controlar el balance entre la ingesta

y el gasto energético, lo que provoca disminucion en la masa corporal (Marti y
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Martinez, 1999). La adiponectina también es secretada por los adipocitos y regula
el metabolismo energético del organismo; reduce los triglicéridos plasmaticos y
mejora el metabolismo de la glucosa mediante la sensibilidad a la insulina (Palomer
et al., 2005). Al perder estas funciones y el ritmo de su alimentacion presentan
disminucién en la conversion de los acidos grasos en triglicéridos y grasas de
reserva. Ademas, los efectos de la CRH en el hipotdlamo, en respuesta al estrés,
atentan los efectos en el comportamiento alimenticio. Varios estudios han utilizado
la eliminacién de los corticosteroides enddgenos a través de la adrenalectomia y
han mostrado que ante la ausencia de glucocorticoides hay reduccién de la
alimentacion y el aumento del peso corporal. Ademas, la adrenalectomia es usada

para corregir la obesidad en roedores (La Fleur, 2006).

¢, Como explicar larespuesta ovarica al remplazo hormonal en ratas con
disminucion en la ovulacién causada por la adrenalectomia bilateral en la

etapa de proestro?

Con base en la restauracion de la ovulacion con el reemplazo hipotalamico en los
animales con Adx-B en la etapa de proestro, se sugiere que la disminucién del
namero de ovocitos liberados puede deberse a que la ausencia de las glandulas
adrenales en dicha etapa interrumpe la retroalimentacion del eje HHA, lo que resulta
en aumento en la CRH hipotalamica (Whirledge y Cidlowski, 2010) afectando asi la
secrecion de la GnRH.

Se han descrito conexiones anatomicas entre las neuronas de la CRH y las
dendritas de las neuronas secretoras de la GnRH en la rata (Alvarez, 2007). Por
medio de estas conexiones, al aumentar la secreciéon de CRH dentro del hipotalamo,

afecta a la GnRH e inhibe el éxito reproductivo (Geragthy y Kaufer, 2015).

Esta establecido que la estimulacion del area predptica medial (MPOA) aumenta la
liberacién de la GnRH y las concentraciones de la LH, lo que puede inducir la
ovulacion en ratas hembra (Rivest y River, 1993). Existen poblaciones de neuronas
de GnRH que expresan receptores a CRH y a glucocorticoides en la rata, lo cual
indica que dichas hormonas pueden inhibir la sintesis y liberacion de la GnRH
(Geragthy y Kaufer, 2015). ElI aumento de la CRH reprime el ARNm de la GnRH
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endogena y la actividad transcripcional de los genes promotores de la misma
(Whirledge y Cidlowski, 2010).

El MPOA contiene la densidad mas alta de somas neuronales de la GnRH, por lo
cual, es el sitio de accion mas probable de la CRH para influir en la actividad
enddgena de las neuronas de la GnRH y en todo el eje reproductivo (Rivest y River,
1993).

Los efectos de la CRH en las neuronas de la GnRH ubicadas en el MPOA también
pueden deberse a una accion directa, por lo tanto, es posible que la CRH y la
activacion de la liberacion de péptidos derivados de la POMC, al actuar de manera
sinérgica dentro del MPOA, pueden tener un efecto postsinaptico directo sobre las
neuronas de GnRH durante el estrés (Rivest y River, 1993). Se ha mostrado que la
administracion intraventricular de la CRH resulta en disminucion de la concentracion
de la GnRH (Petraglia et al., 1978) y de la LH, pero no resulta en cambios
significativos en la liberacion de la FSH, asimismo, bloquea la ovulacion de al menos

el 50% de los animales (Rivier y Vale, 1984).

Ademas de la CRH, el efecto también podria estar mediado a través de la
sefializacion GABAérgica dentro del nucleo arcuato (ARC), el &acido
gammaaminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC, se
ha implicado en la modulacion del sistema reproductivo. Su funcion fisioldgica esta
mediada principalmente por dos subtipos de receptores principales: el receptor
ionotrépico y el metabotropico los cuales responden al estrés (XiaoFeng et al.,
2015).

Diferentes tipos de estresores conducen a una regulacién negativa de KISS y su
receptor en las neuronas de kisspeptina en el hipotalamo, lo que conduce a una
disminucion de la secrecion de la LH. Un subconjunto de neuronas en el hipotalamo
gue expresa KISS se proyecta directamente a las neuronas de la GnRH que estan
implicadas en la modulacién del generador de pulsos de la GnRH (Geragthy vy
Kaufer, 2015).

Se ha mostrado que la kisspeptina induce la liberacién de las gonadotropinas. En
términos de mecanismo de accion se acepta que los efectos de la kisspeptina sobre

el eje reproductivo se derivan principalmente de acciones de estimulacion directa
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sobre el sistema hipotalamico de GnRH, ya que se ha evidenciado que la

kisspeptina estimula a las neuronas GnRHérgicas (Roa et al., 2006).

Existe evidencia que las neuronas de kisspeptina expresan receptores a la CRH, lo
gue implica que podria responder directamente al aumento de cualquiera de las
hormonas después de un estimulo de estrés. Estos cambios pueden ocasionar la
inhibicion del generador de pulsos de la GnRH y la inhibicion de la ovulacion
(Geragthy y Kaufer, 2015)

En los animales con Adx-B en la etapa de proestro, el reemplazo con hCG restauro
el numero de ovocitos liberados. Esto puede deberse a que, al ser una etapa previa
a la ovulacién, la ausencia de las glandulas adrenales a las 13:00 h del proestro
provoca la disminucién de la ACTH hipofisaria lo que provoca una disminucion en

la concentracion de la LH preovulatoria (Rivier y Vale, 1984).

¢A qué se debe que dicha disminucion solo suceda en el ovario izquierdo en

la etapa de proestro?

Dominguez et al. (1998), sugieren que en la tarde del dia del proestro, antes de la
oleada preovulatoria de la LH, una sefial neural modula la respuesta del ovario
izquierdo a las gonadotropinas. Mencionan gque existe una via neural por la cual en
la tarde del proestro el ovario izquierdo envia una sefal al ovario derecho, dicha
sefal viaja al sistema nervioso central, regresa al ovario izquierdo y controla la

respuesta del mismo ovario a las gonadotropinas.

Aunado a esto, Moran et al. (2005), realizaron un experimento en rata adulta, en el
cual inyectaron un marcador True Blue a las 13:00 h del proestro en la bursa ovarica
de los animales con el fin de descifrar la relacién anatomica entre cada ovario y el
ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS). Sus resultados mostraron que en la
tarde del proestro el ovario izquierdo se encuentra mas inervado mostrando
neuronas activas en el GCMS izquierdo y derecho, mientras que el ovario derecho

solo muestra neuronas activas en el GCMS ipsilateral.

En la tarde del proestro, a las 13:00 h, el ovario izquierdo es sensible a cualquier
manipulacion quirdrgica. La via de respuesta comienza en el mismo ovario
izquierdo, el cual manda una sefial al ovario derecho a través del nervio ovarico

superior (Moran et al., 2005). La sefial de ambos ovarios viaja a través del nervio
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vago, por el GCMS y el ganglio nodoso hacia el SNC (Vieyra-Valdez et al., 2020).
La sefal regresa de nuevo hacia el GCMS, por medio del nervio ovarico superior y

llega a los ovarios donde modula la respuesta del ovario izquierdo a las

gonadotropinas.

Es por ello por lo que en nuestros resultados es en el ovario izquierdo en el que se
altera la ovulacion en animales con adrenalectomia bilateral a las 13:00 h en la

etapa de proestro.
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CONCLUSIONES

A las 13:00 h, la operaciéon simulada en cada etapa del ciclo estral no resulta en

modificaciones de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion.

A las 13:00 h en la etapa de diestro-1, las secreciones de las glandulas adrenales
son necesarias para el correcto funcionamiento de los ovarios. La respuesta del
ovario derecho depende de la comunicacién entre las glandulas adrenales y los

ovarios via neural.

A las 13:00 h en la etapa de proestro, las glandulas adrenales estimulan los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la secreciéon preovulatoria de GnRH/LH.
La alteracion del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo depende de

la sensibilidad de dicho ovario a cualquier manipulacién de éste.

La informacidén que proviene de las glandulas adrenales en la etapa de estro,

diestro-1 y diestro-2 regula la masa corporal de los animales.
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Anexos
ANEXO 1. ESTEROIDOGENESIS OVARICA

Las hormonas esteroides sintetizadas en los ovarios son los estrogenos y los
andrégenos, aunque también se producen pequefias cantidades de testosterona,
17a- hidroxiprogesterona y hormonas peptidicas como la inhibina y la relaxina. Son

compuestos lipidicos que derivan del colesterol (Figura 22) (Levine, 2015).

Figura 22. Estructura de la molécula del
colesterol (tomada de
https://lwww.researchgate.net/figure/Est
ructura-del-colesterol_figl0_ 274192733
07-09-2020).

colesterol

El colesterol utilizado en la esteroidogénesis (Figura 23) proviene de diversas
fuentes: de la sintesis de colesterol a partir del acetato, del almacén del colesteril

éster, de las membranas celulares y de lipoproteinas en el citoplasma (Tresguerres

y Castillo, 2010).

Colesterol Dohidroopiandrosterona sufato
|
20-22 colestarol ' &
desmaolasa SuLT2A1 5
e
4 3 I
Pregnenclona - 7;‘ ==+ 17 OH Pregnenciona =+ Dehidroepiandrosterona
| - | |
f! 3 bata OH estercide deshidrogenasa E
{ - 2 \
Progesterana — T s 17 OHProgestorons —— 1 = Androstentions ————___
. 1 - Estrona
21 hidroxilasa il :
Desoxicastorona 11 Desoxicortisol 17 citorreductasa g
' 1 \ o~ [Estradiol
11 beta hidroxéasa
+ M Testosterona
Corticosterona Cortisol '
] ] § alfa reductasa
18 hidroxilasa 11 beta hidroxesterode 5 +
4 deshidrogenasa 3 Dihidrotestosterona
18 OH Corticasterona ‘
I Cortisona
18 oxidass
+
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Figura 23. Esquema de la esteroidogénesis ovarica a partir del colesterol (tomada de
Pérez et al., 2017: consultada el 07-09-2020).
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Anexos
ANEXO 2. ESTEROIDOGENESIS ADRENAL

Los esteroides adrenales (Figura 24) derivan del colesterol cuya fuente principal es
el colesterol circulante captado por los receptores de lipoproteinas de baja densidad
(LDL); en menor proporcion derivan del colesterol sintetizado en las propias células
a partir del acetato o del colesterol ligado a proteinas de alta densidad (HDL)
(Brandan et al., 2014).

Mineralocorticoides

Su nombre proviene de su principal funcidbn que es la de regular el balance
hidrosalino del organismo. Los dos mineralocorticoides mas importantes son la

aldosterona y la 11-desoxicorticosterona (DOC).

Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas de la familia de los corticosteroides que
participan en la regulacion del metabolismo de carbohidratos favoreciendo la
gluconeogénesis y la glucogendlisis; poseen ademas actividad inmunosupresora.
Su accion reguladora se extiende también al metabolismo intermedio de grasas y

proteinas.
Androgenos suprarrenales

Se originan a partir de progesterona y pregnenolona, y requiere la 17-a-
hidroxilacion. La mayor produccion de andrégenos es por la conversion de la 17-a-
hidroxipregnenolona al compuesto de 19 carbonos DHEA y su conjugado DHEA
sulfato. Su funcién en la reproduccion femenina depende de la funcién ovarica en

coordinacion con los estrogenos.

Se les atribuye cierto efecto termogénico, responsable de la subida de temperatura
en la segunda fase del ciclo ovarico. El mecanismo de accion es semejante al de

los esteroides ovaricos (Gonzalez-Albarran et al., 2000).
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Anexos

Sintesis de Hormonas Esteroideas

Figura 24. Esquema de la sintesis de hormonas esteroides a partir del colesterol
(tomada de: http://mtxcollege.com/index.php/2018/05/03/colesterol-es-realmente-un-
enemigo-para-la-salud/; consultada 07-09-2020).
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Anexos
ANEXO 3. ISOFLURANO (PISA, México)

El isoflurano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluorometil éter) (Figura 25) es un éter

halogenado usado como anestésico inhalatorio. Junto con el enflurano y el halotano

reemplazaron a los éteres inflamables.

f- Figura 25. Estructura quimica del

F isoflurano (tomada de:

F @) https://www.alamy.es/imagenes/isofl

\r F urano.html: consultada el 07-09-
F Cl 2020).

Presen Presentacion: Isoflurano 100%. Por cada 100 mL contiene 100 % de

isoflurano.

Mecanismo de accion: el Isoflurano inhibe la conduccién de los potenciales de accion
y su transmision sinptica. Deprime la percepcion de las sensaciones al interferir en
el funcionamiento fisiolégico de la matriz lipidica de las membranas de las neuronas
del cerebro (Cima, 2017). Los niveles de anestesia cambian rapidamente con
Isoflurano. La frecuencia respiratoria permanece esencialmente constante. La
respiracion espontanea se va deprimiendo al ir aumentando la profundidad de la
anestesia, y debe ser cuidadosamente controlada. Durante la induccion se produce
una disminucion de la tension arterial, que vuelve a la normalidad mediante
estimulacién quirdrgica. Durante el mantenimiento, la tension arterial tiende a
disminuir en relacién directa con la profundidad de la anestesia, pero el ritmo cardiaco
se mantiene estable. Con la ventilacién controlada y una presion arterial de CO2
normal, el gasto cardiaco tiende a mantenerse, a pesar del aumento de la profundidad

de la anestesia, en principio a través de un aumento de la frecuencia cardiaca.

El isoflurano se absorbe rapidamente en la circulacion por los pulmones y el comienzo
de accion, asi como el tiempo de recuperacién, es muy rapido. Su metabolismo es
principalmente hepatico y se elimina en un 95% sin cambios por exhalacion y el resto
por via renal. La vida media de eliminacion urinaria es de 36 a 41 horas (Piramal
healthcare uk limited, 2008).
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Anexos

ANEXO 4. ENROXIL (Antibiotico)

Enroxil 0.5% SENOSIAIN

Es una fluoroquinola de tercera generacion que inhibe la accion de la enzima DNA
girasa, lo cual provoca un efecto bactericida de amplio espectro. Se absorbe por la
via parental y enteral, alcanzando niveles terapéuticos en 30 minutos a dos horas.

Se mantiene por 24 horas y se distribuye en todos los tejidos corporales.

Usos: Esta indicado en el tratamiento de enfermedades infecciosas de origen

bacteriano.

Presentacion: Enroxil inyectable 5%, en donde cada mL contiene 50 mg de

enrofloxacina en 1 mL de vehiculo cbp.

Mecanismo de accidn: Actla inhibiendo en forma irreversible la enzima ADN-girasa,
responsable de una serie de funciones vitales para la bacteria. El ADN microbiano
posee una longitud de mas de 1000 micras y se encuentra contenido dentro de los
confines de las bacterias las cuales miden generalmente entre 1 a 2 micras, por lo
tanto, el ADN se encuentra condensado y espiralado en un pequefio espacio del
citoplasma celular. Al inhibir este sistema enzimatico ocurre un colapso en el
metabolismo ya que la informacién vital no puede ser copiada, esto provoca la
muerte inmediata del microorganismo. La accion de las fluoroquinolonas es
altamente selectiva ya que en las células de los mamiferos estos sistemas
enzimaticos se encuentran estructurados de manera totalmente diferente. Un
segundo mecanismo de accion estaria descripto en la inhibicién de otra enzima, la
topoisomerasa 1V, responsable de la separacion de las cromatidas hermanas en la

replicacién del ADN bacteriano (Hifarmax, 2008).

75

Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Unidad de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién.



Anexos

ANEXO 5. MELODEX (antiinflamatorio)

Melodex Aranda

Indicaciones: Antiinflamatorio coadyuvante en el tratamiento de diversas afecciones
como enfermedad respiratoria aguda, diarreas, cojeras, traumatismos, mastitis y en
general cualquier proceso agudo o crénico que presente dolor, inflamacion y fiebre,

en combinacion con la terapia antimicrobiana especifica para cada caso.
Presentacion: Melodex 0.15% contiene 1.5 mg de meloxicam en 1 mL de vehiculo.

Via de administracion: Intramuscular, subcutanea o intravenosa lentaMecanismo de
accion: inhibe a las enzimas COX-1 y COX-2 (ciclooxigenasas). Estas enzimas
catalizan la conversion de acido araquidonico a prostaglandina G2, que a su vez es
precursora de otras prostaglandinas y del tromboxano. La COX-1 interviene en la
sintesis de prostaglandinas que parecen tener un efecto beneficioso sobre la
mucosa gastrica y la funcién renal, mientras que la COX-2 favorece la sintesis de

mediadores de la inflamacion y el dolor (Grunenthal Pharma, 2012).
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Anexos

ANEXO 6. HEMATOXILINA-EOSINA

Es una tinciébn basada en dos etapas: la primera, una tinciébn nuclear por un
colorante basico (hematoxilina) y la segunda, una tincion citoplasmatica por un
colorante xantenico acido (eosina). La hematoxilina en combinacion con sales de
aluminio, hierro o cromo, forma un colorante activo, la hemateina, formada por
oxidacion de la hematoxilina. Este se usa como colorante nuclear, tifiendo los
nucleos de color azul y aportando un buen detalle a los mismos. Por este motivo se
suele usar junto con un colorante citoplasmatico, eosina, que aporta una gradacion
rosa a las estructuras y matrices celulares de caracter catidénico (a las que la

hematoxilina no tifie) (PanReac, 2017).

El procedimiento de la tincidn se lleva a cabo en cuatro etapas, primero la muestra
en el portaobjetos se sumerge por ocho minutos en hematoxilina, posteriormente se
enjuaga durante 5 minutos en agua, se aflade una gota de eosina que se distribuira
por la muestra y se dejara actuar por 1 minuto, posteriormente se enjuagara con
alcohol al 70% y dejara secar. Al estar completamente seco se podra observar al

microscopio optico (PanReac, 2017).
Los resultados que se observan con esta tincion son:

Colageno: rosa palido.

Mdusculo: rosa fuerte.

Queratina: rojo intenso.

Citoplasma: rosado.

Nucleos: azul oscuro o purpura (en realidad se tifie s6lo la cromatina).

Eritrocitos: color cereza.

Este procedimiento es utilizado en las ldminas de frotis del epitelio vaginal, asi

como la tincién de las laminas para el conteo de ovocitos.
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