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RESUMEN

El nervio ovarico superior es el principal aporie catecolaminérgico
que recibe el ovario. La seccion unilateral de éste nervio provoca disminucion del
numero de ovocilos liberados por el ovario desnervado, acompanado por un
aumento compensador por la gonada inervada. En el presente trabajo se analizo
sila diferencia enia respuesta ovulatoria entre el ovario intacto y el desnervado
se relaciona con cambios en el contenido de noradrenalina ovarica y si estos
dependen de la edad del animal en la que se realiza la desnervacion. Para ello a
ratas hembras de 16 & 32 dias de edad se les practicod la seccidon unilateral o
bilateral del nervio ovarico superior y se sacrificaron 24 6 72 horas post-cirugia o
bien en el dia del primer estro vaginal.

Cuando se realizd la seccion bilateral de! nervio ovarico, el
contenido de noradrenalina disminuyd drasticamente en ambos ovarios,
independientemente del tiempo de evolucion y de la edad en fa que se realizo la
desnervacion. Los animales sacrificados en el dia del primer estro vaginal
ovularon normalmente.

La seccion unilateral del nervio ovarico, realizada en la etapa infantil
o juvenil, provocd disminucion del contenido del neurotransmisor en el ovario
desnervado. El nimero de ovocitos liberados por el ovario desnervado fue menor
comparado con el grupe de operacion simulada.

Dado que en este estudio no se observd correlacién entre el
contenido de noradrenalina en el ovario y la presencia o ausencia de ovulacion,
podemos proponer que en la regulacién del crecimiento y diferenciacion del
foliculo que culmina con la ovulacion, participa la informacion catecolaminérgica
que llega por el nervio ovdrico superior y otras sefiales nerviosas. |

En la rata prepuber la seccién uni o bilateral del nervio ovarico
superior se acompafia de la disminucion en la poblacion de foliculos en
crecimiento. Para analizar si esta disminucién es el producto de una modificacion
en la sensibilidad del foliculo a las gonadotropinas, se estudid el crecimiento y
diferenciacion del foliculo y la respuesta ovulatoria del animal desnervado al
estimulo gonadolrépico con PMSG, hCG o la combinacién de ambas, en el dia 36.
de vida. . - -

En los animales con desnervacion uni o bilateral del nervio ovarico,
realizada en la etapa infantil o juvenil, el estimulo con PMSG o hCG no
restablecid la ovulacién en la gonada desnervada. La administracion secuencial
~de PMSG+hCG en los animales con seccion del nervio ovarico derecho,
realizada a los 32 dias; indujo superovulacion en el ovario inervado (6.6 + 1.2 vs



14.3 + 2.6, P<0.05) respeclo al grupo desnervado sin tralamiento hormonai, sin
que la gonada desnervada respondiera,

La administracion de PMSG en las ralas con seccidn del nervio
ovarico no acelerd el crecimiento del foliculo ni el rescate de la alresia, ya que en
ninguno de los grupos experimentales se observo aumento de la poblacion de
foliculos ni disminuyd el indice de atresia. Con la seccion de! nervio ovérico
derecho, el tratamiento con hCG provocd en el ovario intacto aumento en el
niamero total de foliculos, respecto al grupo sin tratamiento hormonal {(69.5 + 5.5
vs. 47.6 1 8.3, P<0.05). Mientras que con la seccion del nervio ovérico izquierdo
el ovario desnervado presentd disminucion en total de foliculos medibles (25.0 +
7.0vs. 44.3 £ 5.5, P<0.05).

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir que
en la rata prepuber la informacion neural que transcurre por el nervio ovarico
superior, modula de manera estimulatoria 1a ovulacion. Que la informacion
calecolaminérgica y peptidérgica que llega al ovario por éste nervio, modula la
reactividad del folfculo a la FSH y LH de manera diferente para el ovario izquierdo
y el derecho.

o
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SUMMARY

The rat ovary receives sympathetic innervation from the superior
ovarian nerve, which travels along the suspensory ligament. The nerve is
predominantly adrenergic and innervates mainly the parenchyma tissue of the
ovary, and regulates spontaneous ovulation since the unilateral section of the
superior ovarian nerve results in a significative decrease of the number of ova
shed by the denervated ovary, meanwhile the intact gland shows compensatory
ovulation. In present study the possibility that the difference in the ovulatory
ability by inervated and denervated ovary is related with ovarian norepinephrine
content, was analyzed. Sixleen and 32-day old rats were submitted to unilateral
or bilateral section of the superior ovarian nerve and the animals were killed 24 or
72 h after surgery or at the day of the first vaginal estrous,

Bilateral transection of the superior ovarian nerve resulted in a
significant decrease in the ovarian norepinephrine content of both ovaries,
independently of the postsurgery evolution and lhe age when surgery was
performed. On the day of first vaginal estrous, the number of ova shed by the rats
with bilateral section was similar to control animals. In comparison with sham-
operated animals, the unilateral section of the superior ovarian nerve in infantile o
juvenile rats resulted in the decrease of noreplnephrme content and the number of
ova shed by the denervated ovary.

Because a correlation between the ovarian norepinephrine content
and the presence or absence of ovulation, was not observe, we can propose that
the catecholaminergic information arriving to the ovary through the superior
ovarian nerve and other neural signals, participate in the regulation of follicular
growth and dlfferenuataon ending in ovulation.

The unilateral or bilateral section of the superior ovarian nerve in the
prepubertal rat, resulted in a diminution of the number of follicles measured. To
analyze whether such diminution is related to a modification in the qensnbillty of
the follicle to gonadotrophins, the response of the -denervated ovary of the
immature rat to the gonadotrophin stimulation when the animals were 36 days
old, was analyzed -

The stimulation with PMSG or hCG d:d not restore ovulatlon in the
denervated ovary, except in those rats with a section of the right superior nerve
- performed on day 32, when the sequential injection of -PMSG+hCG induced
superovulation by intact ovary (6.6 +1.2 vs. 14.312.6, P<0.05, in comparison with
denervated ovary without gonadotrophin stimulation). In this animals, the
denervated gland did not respond to hormonal stimulation.
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Follicular growth and atresia were not modify by PMSG
administration to denervated animals. In comparation with the non stimulated
animals, in those rats with a section of the right superior ovarian, the treatment
with hCG increased the number of follicles measured in the intact ovary (69.545.5
vs, 47.618.3, P<0.05). Meanwhile, in those rats with section of the left superior
ovarian nerve, the number of follicles measured in the denervated ovary
diminished (25.0£7.0 vs. 44.315.5, P<0.05).

Present results suggest thal in the prepubertal rat the neural
information arriving by the superior ovarian nerve, modulates  ovulation in a
stimulatory way. That catecholaminergic and peptidergic information arriving to the
ovary through this nerve , modulates the reactivity of the follicles in the left or right
ovary to FSH and LH, in a different way.
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INTRODUCCION
Pubertad

l.a pubertad se define como la fase bioldgica que une a la inmadurez con la
madurez sexual y se caracleriza por cambios neuroenddcrinos en el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada, muchos de los cuales se inician desde el nacimiento
o incluso desde la etapa embrionaria (Ojeda y Urbanski, 1986, 1994; Ramaley,
1980; Ramirez, 1973).

La edad en la que se presenta la pubertad depende de la especie en
estudio. En el raton se presenta entre los 32 y 35 dias de edad, mientras que en
la rata es alrededor de los 40-45 dias. Una de las s_eﬁales externas utilizada como
indicador del inicio de esta etapa del desarrollo, es la canalizacion de Ia vagina, la
cual se produce en respueéta a la estimulacion estrogénica Al di‘a de la
canalizacion de |a vagina en el frotis vaginal predominan las céluias. énucleadas,
fo que indiba que el animal se encuentra en la etapa de estro, en éste primér-_estro
vaginal se puede b_no presentar la prifnefa ovulacion (Goldman, 1 981; Rarﬁiraz,
1973). | S

Ramirez en 1973 con base al estudio de los perﬁlashdrmonale_s 'de_Ias |
gonadotropinas y de las hormonas esteroides Propuso una 'CI_ajsif-icaéién'de. las

etapas del desarrollo de la rata, que abarca _désde el nacimiento hasta el ViniCio:d‘e

la pubertad. Posteridrm_ente el grupo de 'Ojéda j (_1_9.86;1994)'_ rép!ahtea est’av, o

clasificacion, tomando ademés en consideracion criterios morfolégicos como son
el peso del titero y la 'p're_svehcia o ausencia de llq’uido: en :9', lumén del Gtero y la
divide en cuatro etapas: 1) la etapa neonatal vquwe, va desde vel nacimiento hasta el

-~ dia7 de vida, 2) la etapa infantil que abarca del dia 8 al 21 de edad, 3) la etapa

juVenil que inicia en el dia 22 y termina alrededor de los dias 30-32 y 4) la etapa -



peripuberal que tiene una duracion variable y culmina con la primera ovulacion
(Ojeda y col, 1983; 1986, 1994).

Dia a dia se suman las evidencias experimentales que permiten maostrar
que en cada una de estas etapas se llevan a cabo mecanismos de regutacion a
nivel del hipotalamo, la hipdfisis y las gonadas que culminan con la actividad
reproductora de los animales.

El hipolalamo sintetiza un decapéptido llamado factor liberador de las
gonadotropinas (GnRH), que estimula la liberacion de la hormona estimulante del
foliculo (FSH) y de la luteinizante (LLH) por parte de los gonadotropos de Ia
adenohipdfisis. A su vez, las gonadotropinas actian en el foliculo ovarico
promoviendo su crecimiento y mas adelante la ovulacion. £l foliculo en
crecimiento sintetiza estrégenos los cuales a través de la circulacion sistémica
llegan a la vagina y estimulan la canalizacion de la misma y por otro lado, parte
de estos estrogenos ilegan al hipotalamo y a la hipdfisis y establecen asi un
mecanismo de regulacién inhibitorio o estimutatbrid (Ojeda y col, 1983; 1986;
1994; Ramaley, 1980). | |

En la Fig.1 se puede apreciar que las funciones del ovario son moduladas
tanto por elementos hormonales como neurales. El hipotélama s8 enca_kga de
sintetizar los factores de liberacion que van a acluar sobre la adenohipéfisis
estimulando [a liberacion de sus hdrmonas, las que a su vez actuan sobre el
ovario facilitando algunas de las funciones indicada's en el esquema. Asi :miémb,
el sistema nervioso central establece una conexion con el ovario a través de los
nervios ovaricos que arriban a la gonada y éstos participan modulando'e\)ehtos

- como el desarrollo folicular y |a esteroidogénesis entre otras.



+

i | o
Hipotalamo,-_}f' . .,{-_!,,IPO,ﬁer_ | ﬂm | /VW
, AM PM |
Médula ] [
adrenal | ~ / LA ESH
| : | PRL | GH
| -—-ADRENAL?*A-—r—fEfeéfdsfdaiLH?yf‘FSHs-Tf-a +
Nervios:{ _ 1 |
*' ovancos o *
— Aﬁgswcicos{ e [ *  |Desarmolio folicular
———— NE 3 A i ' M
| I s r Receptores alH T Efectos de LH y FSH 4
T PEPTIDERGICOS]]— VIP , | Flujo sanguineo
b~ wpw adl I

i
LHRH local J )

F’g 1. Factores hormonales y neurogénicos que moauian el desarrollo del ovario en la rata prepuber.
Tomado da Ojeda y Urbansky, 1894




A continuacion se mencionan algunos de los factores hormonales vy

neurales que son considerados como relevantes en el proceso de pubertad.

FACTORES HORMONALES QUE REGULAN LA FUNCION DEL OVARIO
Durante el periodo neonatal se afirma que la interrelacidn neurcenddcrina
entre el hipotdlamo, la hipdfisis y el ovario no es completamente funcional
(Funkenstein y cal, 1980), ya que el crecimiento de los foliculos ovaricos, durante
{a primera semana del desarrollo no se altera ni por la estimulacion con FSH ni
por la inmunoneutralizacion de las gonadotropinas endogenas. En esta etapa auin
no se presenta el efecto inhibitorio ejercido por los estrgenos sobre el
hipotalamo, debido probablemente a que ta mayor parte de eslos esteroides se
encuentran unidos a ia alfa-fetoprcte{na, lo que impide que Se' cierre el,'circ:uito de
retroalimentacion inhibitoria (Frawley y Henricks, 1979; Ojeda y Urbanski, 1994).
La FSH plasmatica que comienza a elevarse desde el nacimiento, alcanza
concentraciones elevadas durante el periodo infantil (2 veces mas altas a las
registradas al nacimiento) vy posteriormente van disminuy_en’do y al liegar av lé
‘etapa juvenil' se alt:anzan. valores s_emejéntes._ a los del nacimiento. Es |
aproximadamente hasta los 35 dias de edad, cuandb en la hipofisis se produce
una liberacién brusca de la hormona, lo que -'cbnocemos como el primer "pico”
preovulatorio de la FSH (Dahler y Wuttke, 1974; Ramaley, 1 980). | |
La c'oncent_racibn de LH en plasma permanece baja y consiénte en fos
primerbs siete dias de vida. Durante la etapa juvenil el 'modéld de secrecién dela
LH es de tipo pulsatil, la que se hace mas evidente héCia el final de esta etapa. Es
durante la fase ‘peripuberal"que se produce un incremento eh la ampliiud de los

pulsas y se establece un ritma de secrecion circadico, que es dependiente de los



estrogenos, como lo muestra el hecho de que la administracion de un antisuero a
estrogenos suprime la liberacion circadica de la LH (Ojeda y Urbanski, 1994;
Ramaley, 1980).

Recientemente se ha mostrado que la adminisiracion de la gonadotropina
coridnica humana (hCG por sus siglas en inglés) resulta en la disminucion de la
concentracion de la LH plasmatica, sdlo cuando se inicia el tratamiento a partir del
dia 7 de vida, hecho que.sugiere la aparicion de los receptores a la LH en el
ovario desde esta edad (Sokka y Huhtaniemi, 1995), mientras que los receplores
a la FSH se encuentran presentes desde los 4 dias de vida (Ojeda y Urbanski,
1994).

Durante la etapa juvenil, en el ovario se observa aumento en el nimero de
receptores a la LH, que mas tarde se traduce en aumento de la esterbidagénesis
(Ojeda y col 1986; 1994; Richards, 1980).

La FSH tiene efecto mitogénico sobre las células de la granulosa vy
estimula la sintesis de estrogenos al activar la aramatizacién de los andrégenos
por un compl_ejo enzimatico, conocido como aromatasa. Los estrégenos junto con
la FSH favorecen la sintesis o la expresion dé los receptores ala FSH y la LH
(Richards, 1980 Greenwald y Roy, 1994)

En la rata adulta el incremento sostenido de la LH pero no de la FSH
estimula el cremmlento progreswo del foliculo, estlmulando que el foliculo con
antro pequeio alcance el estado preovulatorio. El mcremento sostemdo de la LH
desencadena varias respuestas: aumenta Ia producc:on de estradlol la
biosintesis de andrégenos por la teca y el conlenldo de receptmes alaLH, lanto :
en las celulas de Ia teca como en las de la granulosa (Rachards Y Bogowch'

1982). Sin embargo, el ovario de la rata prepiber presenta follculos



preovulatorios, en ausencia de altas y constantes concentraciones de LH, 1o que
hace pensar que el crecimiento del foliculo no depende exclusivamente del
ambiente hormonal (Qjeda y Urbanski, 1994}

Se ha observado que durante las diferentes fases del desarrollo del
foliculo, su capacidad de respuesta a las gonadotropinas varia conforme el
foliculo se va desarrolilando e incrementa su capacidad de sintesis (Richards,
1960).

Segun se ha postulado, el proceso de foliculogénesis se inicia
independientemente de las gonadotropinas (Malamed y col, 1990; 1992), sin
embargo, la concentracion plasmatica de la FSH presente en 1a etapa infantil, es
fundamental para estimular el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que van
a ovular a la puberiad. Segun algunos autores, en la etapa infantil 1os foliculos no
alcanzan el estado preovulatorio (Ojeda y col 1986), mientras que otros describen
su presencia desde los 18 dias de edad (Morales y col, 1988).

En la rata adulta ciclica, se requiere de éproximadamente 19 dias para que
un fcliculol primordial alcance el estado preovulatario. Durante este periodo de
tiempo el foliculo se encuentra expuesto al menos a cuatro picos preovulatorios
de las gonadotropinas y a lbs esteroides. Si la seleccion de los folflculo's en
- Teposo dependiera exclusivamente de las concentraciones plasmaticas de las
gonadotropinas, seria casi imposible que existiera ovulacién o atresia én la tasa -
que caracteriza a .cada especié. Por 1o que' al pareber. la regUlacién: _d_ejl
crecimiento y la diferenCi_acic’_m folicular parecen depehder_ fﬂr.ldament'alment_é de
‘las condiciones internas de cada ovario, mas que de las concehtrécionesv

plasmaéticas de las gonadotropinas (Dominguez y col, 1991).



Es bien conocido que de la poblacion lotal de foliculos presentes en el
ovario, un gran porcentaje de ellos sufren un proceso de degeneracion conacido
como atresia folicular. La atresia es un fendmeno universal, caracleristico de
mamiferos y de vertebrados no mamiferos, y aunque son muchos los estudios
enfocados a describir este fendmeno, a la fecha se desconoce las causas exactas
que la desencadenan. L.a alresia se puede observar en cualquiera de los estados
de desarrolio de los foliculos, de manera que aquellos foliculos que logran
“escapar” de |a atresia van a liegar a ovular (Greenwald y Roy, 1994).

La atresia parece estar primeramente relacionada con alteraciones en el
ovocilo y posteriormente con la pérdida de receptores a la FSH y LH en las
células de la granulosa, lo que se traduce en la disminucion de la capacidad de
aromatizacion de los andragenaos y COMo consecuencia una menor sihtesis de
estrégenos. Es conocido que un aumento en la.sintesis de andrégenos ocasiona
un indice mayar de atresia (Erickson, 1982). | |

Para explicar el fendmeno de atresia folicular, recientemehle se ha
retomado la hipotesis de que existen dos subpoblaciones de cél_ulas de la
granulosa (Hirshfield, 1992). o

| Se han descrito foliculos cuya poblacién de células _dé la granulosa no son
capaces de marcarse al hacer una infusion con lim'id_i‘n'a tritiada, lo que indica que
no habria division celular Al parécer estos fo!iculoskestén destinados a la atresia |
y formanan el tejido intersticial presente en el cvano de larata prepuber Aquellos -
foliculos que tienen células capaces de mcorporar la timidina o aquellos que
| presentan la combtnaccon de los dos hpos de células podrlan ilegar a ovular

~ durante la vida fértil del individuo (H:rshﬁeld 1992)
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También se plantea que la presencia de células atipicas con nucleo
oblongo (AGCs por sus siglas en inglés) indica que ese foliculo va a ir a |a alresia
(Hurk, y col, 1992).

Hsueh y col. (1894) demostraron que la apoptosis, muerte celular, es un
mecanismo de atresia folicular, El tratamiento con gonadotropinas o eslrogenos
previene la apoplosis en las ceélulas de la granulosa, mientras que la
administracion de andrégenos o GnRH la inducen. Por estudios in vitro se ha
observado que los foliculos preovulatorios pueden presentar apoptosis
espontdnea y, que ésta puede ser prevenida si se adiciona al medio
gonadotropinas, hormana del crecimiento (GH), factor de crecimie_nto similar a la
insulina (IGF-1), de interleucina-1B (IL-18), oxido nitrico, factor de crecimiento
epidermal (EGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos _bééico (b-FGF).

En el estudio de los mecanismas hormonales que regulan el creCimienlb y
la ,diferenciacién' del foliculo se ha utilizado el modelo del animal prepuber
| estimulado con gonadotroplnas

En la rata de 21 a 27 dias de edad, la admlmstramén de 3 u.i de la
_gonadotropma del suero de yegua prefada (PMSG), aumenta el peso del ovano"'
72 h despues de su administracion, sin camblos en el numero total de follculos
medidos. Sélo en el an:mal de 27 dias y sacnﬂcado 48 o 72h despues del
tratamiento, r_dlsmlnuy_e la |nc1_denma de atr_esna de los folncu!o_s_ preqvulat_onos
 (>350 pm de diametro). Los au_lbrés-r_lo observaron ._Unavcor_vr'e‘lavciéhfémre: el
némero de foliculos preovﬁlatdrios_ sanos y el incremento en el peso del Gtero, lo-
- que probablemente indica que tddo’s los foliculos en crecimviénvtvo contribuyen ala

secracion de estrogenos, Por otra parte, los resultados indican que el crecimiento



folicular en respuesta al estimulo gonadotropico, y la atresia, dependen de la
edad del animal en estudio (Villavicencio y Dominguez, 1993).

Braw y Tsafriri (1980) muestran que en la rata de 26 dias, la administracion
de 15 u.i de PMSG provoca disminucion en la atresia de los foliculos cuyos
diametros estan entre 170-370 pm y disminuye mas en los de tamano
preovulatorio (370-500 um), sin que se¢ observen cambios en los foliculos
pequenos (120-170 pm). Para que se presenten estos efectos se requiere que
hayan transcurrido por lo menos 12h después de la administracion de la PMSG.
Los autores sugieren que la PMSG puede rescatar al foliculo de la atresia al
inducir ta fagocitosis de las células muertas, permitiendo el rescate de aquellos
foliculos que se encuentran en las primeras fases de atresia. Aéi mismo, se
posilula que 24h después de la administracion de la PMSG se puede inducir la
broliferacic’:n de las celulas de la éranulbsa'de aquellos foliculos medianos en
donde se abserva aumento del indice mitdtico. | | |

Bajo condiciones normales, adémés_ de las gonadotropinas existen
multiples factores que contribuyen en la regulacion ymaduracié_n del bvario. |

* El desarrollo del ovario de la rata en la etapa neonatal-infantii 'parece'ser
modulado por una sustanma que se encuentra en la leche ma(erna y que es
semejante al LHRH h:polalamlco En la rata adulta !a exposmlon crénica’ de altas
concenlracnones de LHRH dusmmuye la funclén del ovario. Por otra parle se ha
mostrado que en la rata neonata mfanlel la "LHRH hke" propcrcmnada por la.
leche matema juega un papel flsmléglco restnnglendo el desarrollo de la génada
(OJeda y Urbanskt 1994).

En Ia_ rata prepuber hipofisectqmizada la estimulacion cbn FSH induce en

el ovario la formacién de receptores a LH y la secrecion de progesterona. Estos



efeclos de la FSH son facilitados por la GH. Aunque algunas de las acciones de
la GH sobre el ovario pueden ser directas, hay evidencias de que estas pueden
estar mediadas por e} IGF -1, éste factor producido por las células de la granulosa,
parece amplificar los efectos de la FSH para aumentar la actividad de las
aromatasas y la formacion de receptores a la LH (Qjeda y Urbanski, 1994).
También se ha posiulado que el crecimiento folicular puede depender de la
angiogénesis, formacion de nuevos vasos sanguineos. Existen varios faclores
que poseen actividad angiogénica, pero en el caso del ovario uno de los
candidatos parece ser el FGF, éste factor de crecimiento se ha localizado en las
células de la teca e induce {a migracion de las células endoteliales y la formacion

de plasminégeno.

FACTORES NEURALES QUE REGULAN LAS FUNCIONES DEL OVARIO

Distribucion anatémica de la inervacion catecolaminérqgica y peptidérgica del ovario

El ovario de los mamiferos recibe inervacion cat’ecﬁlaminérgica y
peplidérgica por medio del plexo ovarico .y el nervio ovérico superior, mientras
que la inervacion parasimp.ética es aportada por el nervio yagc y, segun algtin_os
autores, por el plexo hipogastrico a partif de §2-S4 (Burden, 1978; 1985; Kiein y
Burden 1988a; LawrenceyBurden 1980) | N ;

~E plexo ovarlco es rama de los plexos adrtico. y renal cuyos cuerpos
celulares preganghonares se Iocalazan en los segmentos T10 y Ti1 de Ia medula
espinal. El plexo penetra al ovario acompaﬁando ala arteriay a 'la vena ovérlcas
~ {Burden, 1985-’ L‘awrence'y Burden 1980)' '
El nervuo ovarico superior es rama del plexo cellaco y sus cuerpos

'celulares estan presentes de los begmentos T7 al2 del gangllo de la raiz dorsal y
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de los segmentos T10 a L3 del ganglio paravertebrat (Klein y Burden, 1988a;
Lawrence y Burden, 1980).

El nervio ovarico superior, estructura que transcurre en el borde libre del
ligamento suspensorio, penetra al ovario junto con la arteria ovarica (Fig. 2) y es
considerada como la via de mayor aporte de fibras noradrenérgicas al ovario
(Baljet y Drukker, 1979; Burden, 1985; Klein y Burden, 1988a). La canlidad de
fibras que llegan al ovario derecho por €l nervio ovarico superior, es mayor que
para el izquierdo, aunque la diferencia no Hega a ser estadisticamente
significativa (Klein y Burden, 1988a).

| El uso de tecnicas inmunohistoguimicas ha reyeiado la presencia de fibras
catecolaminergicas en el ovario fetal de rata de 19 dias o en la recién nacida (con
menos de 15 horas de vida) identificadas por su contenido de tirosina-h'idrbxilasa,
enzima limitante en la biosintesis de catecd!aminas (Malamed y col, 1990; 1992) |

Dentro de! ovario, los nervios catecolaminérgicos se asocian a los vasos
sanguineos e inervan al estroma ovarico, al tajido'.intersticial y a la teca folicuiér, o
sin llegar hacer contacto directo_ con las células de la gr_anulosa hi_con las del
cuerpo’ ldteo. La densidad de la inervacion catecolaminérgica varia _e'rj' las

diversas especies; el ov'ario de la vaca, la borrega gata y cobaya esta ricamenté_
abastecido por fibras adrenérgmas las cualeq forman un denso plexo en el
estroma cortlcal Otras eSpecuas presentan una densmiad menor tal es el caso del |
humano la cerda Ia perray la rata, Por estudios de fluorometria se ha observado
| que emste una buena correlacnén entre la densidad de fcbras y el conlemdo de
noradrenallna (Bahr y col, 1974; Burden, 1978; 198o Schu!tea y col 1992
Stefenson y col, 1981), |
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El uso combinado de la técnica de {razadores retrogrados y de
inmunocitoquimica ha permitido mostrar que el nervio ovarico superior y el plexo
ovarico poseen, ademas de las fibras catecolaminérgicas, otras de naturaleza
peptidérgica. El 20% de los cuerpos neuronales del ganglio de la raiz dorsal que
se proyectan al avario, son inmunoreactivos al péptido intestinal vasoactivo (VIP)
y €l 23% lo son a la sustancia P (SP) (Klein y Burden, 1988b). Las fibras SP y VIP
llegan al ovario por dos vias diferentes, Las VIP lo hacen por el nervio ovarico
superior, mientras que las que contienen SP lo hacen por el plexo ovarico (Dees y
- col, 1986; Klein y Burden 1988b).

En el ovario de la rata las fibras inmunoreactivas a la SP se encuentran
asociadas principalmente con los vasos sanguineos (Kannisto y col, 1986),
mientras que las VIPérgicas se distribuyen en el tejido intersticial y en las tecas
de los foliculos en deSarro!lo (Ahmed y col, 1986; Dees y col, 1985; 1986; (jjeda y
col, 1986). Al igual qde para las fibras cate_colaminérgicas, la frecuencia relétiva :
de fibras peptidérgicas.presentas en el ovario y en el oviducto dependen de la
especie en estudio (Stefenson y col, 1981). | | ._

En la mona la de’hsidad de fibras Vipérgicas en el ovario varia durante el
desarrollo postnatal y al parecer esta inervacin participa en la diferenciécién
“inicial de los fo_lii:t_.a_los,_facil_itando el paso de un foliculo primor_di'al"a uno primario
(Schultea y col, 1992). | | o -

En el ovario de la ccbaya se ha obSeNado que en los neNios adfénérgicos

_coe_xisten- la 'adrenalina con .él neuropeptido Y (NF’Y). La desneirvacién
_'catecolaminé_rgi_ca por la administraci_én' de _6-hidroxi-'dopaminva, | (S-VO'HDA)', |
provoca deslépa_riéibn completa d_e Ia enzilﬁa dopamina- beitav-hidroxilvasa yla’ |

inmunoactividad a!_N.PY,' resultados que- 'apvoyan la idea de que ambos
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neurotransmisores coexisten en la misma terminal nerviosa (Kannisto y col,
1986).

Ademas de los péptidos ya mencionados, en el ovario de la rata prepuber,
se describe la presencia del gen que codifica al factor del crecimiento neural
(NGF). Al parecer, el contenido de este factor se correlaciona con la densidad de
la inervacién simpatica (Lara y col, 1990a), ya que con {écnicas de
inmunocitoquimica se observa que el NGF estimula el desarrollo de las fibras

catecolaminérgicas (Lara y col, 1990c).

Participacion de la inervaciéon catecolaminérgica y peptidérgica en la ovulacidn.

La participacién de la inervacion ovarica en la regulacidn de su
funcion, se ha estudiado tanto in vivo como in vifro utilizando el modelo del animai
desnervado, por la eliminacion de fibras nerviosaé; o bien analizando los efectos
de la estimulacion de las terminales noradrenérgicas o de sus receptores. Estos
estudios han mostrado que la inervacion catecolaniinérgi'ca pérticipa en la
modulacidon de las funciones del ovario durante la etapa prepuberal (Aguadq y‘
Ojeda, 1984b; Bahr y Ben-Johathan, 1981, 1985, Lara y col, 1990b), en el
proceso de esteroidogénesis (Weiss y col, 1982), en el crecimiento H_folicﬂlar
(Burden, 1978, 1985; Laré y col, 1990c¢; 1991_), en la ciclicidad vaginal y la
ovulacion (Domingusz y col, 1989). Por esta razon se.ha':_sugeri'do __c':;ue._la.s "
catecolaminas pueden estar participando en una variedad de procesos, alribuidos
trédicionalmehte solo a la interaccién directa entre las gonadotropihasy' ias,:,
hormonas gchadates.

Las catecolaminas, especificamente la noradrenalina, ejercen sus efectos

actuando sobre sus receptores localizados en las células de la teca y la granulosa
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(Aguado y col, 1982; Ferruz y col, 1992). En homogenados de ovarios de gata
tratada con gonadotropinas, se observd disminucion en el contenido de
noradrenalina y de la actividad de la beta-hidroxilasa {enzima que cataliza la
conversién de dopamina a noradrenalina) después de que se ha producido la
ovulacion. Estos eventos son interpretados por los autores, como el resultado de
la activacion de los nervios simpaticos (Lara y Belmar, 1991). A principio de esta
década Ferruz y col. (1991) sugirieron la siguiente hipdtesis: "las gonadotropinas
(FSH y LH) pueden actuar localmente sobre la terminal nerviosa presinaplica y
regular la liberacién de la noradrenalina” la que al llegar a su receptor en las
células de la teca y la granulosa, estimula la aromatizacion de los androgenos.
Ferruz (1991) y Jordan (1981) muestran que el ovario de la rata adulta
posee receptores adrenérgicos del subtipo 12, cuya afinidad es similar durantel el
ciclo estral. La concentracion del receptor es més alta durante el proestro,
disminuye al 50% de este valor en la mafiana del estro y aumenta nuevamente a
cdncentraciones semejantes a las del proestro en las etapas de metaestro y
diestro, lo que sugiere que los cambios en la concentracion de receptores puede
deberse a médificaciones en la concentracion plasmaticas de noradrenalina, al
contenido intraovarico de las catecolaminas o a ambos: |
En el ovario de la rata prepuber, el contenido de receptores B-adfenérgicos
~ varia en los dias cercanos ala pfimera ovulacion. Sus valores mas altos se
| encuentrah en el dia del ana.estro y en la mafana del proestro tardio y disminuyen -
bruscamente al 'mome_nto del "pico” .preovullatoriode la LH, -permanecen'bajos al
éstfo e incram_entan'.dé nuevo en. el dia 'del diestro (Ag_uédo y col, 1982). La :
presenéié de estbs receptores en las células de la g_rahUIo_sa permite sugerir que

las catecolaminas estan involucradas en la regulacion de la maduracion de la



funcion de las células de la granulosa {Aguado y col, 1982; Qjeda y col, 1986)
Durante los dias cercanos a la primera ovulacion, las variaciones en el contenido
de los receptores (- adrenérgicos, se acompanan de modificaciones en la
concentracion de noradrenalina ovarica (Aguado y Ojeda, 1986; Bahr y Ben-
Jonathan, 1981: 1985; Ben-Jonathan y col, 1984).

Al parecer, la actividad de los receptores R- adrenérgicos esta
relacionada con la regulacion del proceso de esteroidogénesis. La estimulacion
de estos receptores con adrenalina o isoproterenol, activa al sistema adenilato
ciclasa y aumenta la produccion de progesterona en el medio (Ratner y col,
1980). El blogueo de los receptores R-adrenérgicos con propranolol inhibe la
secrecion de progesterona y de oxitocina por @l cuerpo liteo (Skarzynski vy
Kotwica, 1993).

En la rata adulta el bloqueo de los receplores catecolaminérgicos 31 y (2
por la adminiétracic‘m de propanolol en el segundo dia de diestfo o el proestro,
-'pro'voca disminucidn en el numero de ovocitos liberadas sin que se modifique la-
tasa de animales ovulantes (Dominguez y col, 1987). De igual manera, lla_
administracion sistémica de guanetidina (GTD), farmaco que parece reemplazar a =
la noradrenalina en la terminal nerviosa (Boullin y col, 1966) 0 bien destruye -

_ selectlvamenle a las terminales noradrenérglcas (Ojeda y Urbarlskl 1994), reduce
la cuota ovulatona (Ayala y Dommguez 1988) Estos resultados Ie ha permutldo a
los autores sugerlr que en el animal adulto el sustema catecolammérguco del |
ovario, podria estlmular la sensmlhdad del foliculo a las gonadolmpmas (Ayala y "
| Dominguez 1988 Dominguezycol 1987). _,

- Por otra parte, el bloqueo de los receptores B- adrenérglcos segu:do de Iav

administracion de la L.H, provoca disminucion en el numero de ovocnos liberados,
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mientras que, cuando se estimula con fa FSH, no se producen modificaciones en
este parametro. Estos resultados permiten sugerir que en la rata prepuber, a
diferencia de lo que se abserva en el animal adulto, el estimulo de los receptores
3-adrenérgicos disminuye |a respuesta del compartimiento folicular ala FSH y a
la LH. Para el caso de la FSH sus efectos serian inhibidores, mientras que para la
LH estimuladores (Dominguez y col, 1983).

En la rata de 30-34 dias de edad, la administracién de ViP estimula la
produccion de estrégenos, progesterona y andrégenos por el ovario (Ahmed y col,
1986). La liberacién de estrégenos, inducida por la administracion del VIP,
aurﬁenta en el periodo que precede a la primera liberacion preovulatoria de las
gonadotropinas (proestfo temprano y tardio) y disminuye después de la primera
ovulacion (estro'y primer_ diestro). El hecho que el efeclo éstimulsdor de! VIP
sobre la esteroidogénesis varie en relacion a la fase de maduracion del animal, se
interpreta como indicador de que el VIP participa también en la regulacion de los
ultimos estados de desarrollo del foliculo, facilitando la ovulacion y el desarrollo
de los cuerp_os Iiteos recién formados (Ahmed y col, 1986).

Eh _'el proceso de eSteroidogéhesis también _parece' participar el NGF.
Ovarios de ratas de 29 a 30 dias de edad,.q’ua fueron tratadas al nac'imiénto con
el ahii_cuerpo al NGF (ab-NGF) al ser colocados en cultivo la prc':du_c;;ién de
esteroides en respuesta al e'stimull_o con hCG os mehqr que la de los testigd Es
decir, que la inmuhqsimpéteclOmia provoca diémihucién en Ia'concén{réciién de
'e_strégericis, téstbsl_erona y dihid.r'otestos'terona y No Se m_.odiﬁc'é‘Ia;'c'o'nt:entra_cié‘n .
de progesterona y androstenediona (Lara y col, 1990c). o o

. Existen éviden'cias q:ue-muestran que en la rata adulta, la Secvcié'n bilateral

del nervio ovérico superior provaca disminucion en un 50% en el contenido de
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noradrenalina ovarica (L.awrence y Burden, 1980), pero no modifica el numero de
ovocitos liberados ni el patrén del ciclo estral (Gibson y col, 1984; Wylie y col,
1985). Sin embargo, existen otras evidencias que muestran que la falta de la
inervacion que llega por este nervio afecta la ciclicidad del animal. Asi la seccion
uni o bilateral del nervio ovarico realizada en cada uno de los dias del ciclo estral,
provocan modificaciones en la ciclicidad vaginal y en la ovulacion (Chavez y col,
1991), debido quiza a alteraciones en la secrecion de esirégenos (Weiss y col,
1982).

Weiss y col (1982} han mostrado que la estimulacidn eléctrica del nervio
ovéarico superior provoca disminucion en el contenido de progesterona en el
ovario estimulado, efecto que se revierte cuando se administra fentolamina
(antagonista alfa- adrenérgico) 30 min. antes de la estimulacion. Estos resullados
han sido interpretados como que ia caida de progesterona es mediada por un
-efecto directo, que puede ser excitatorio a través de la acitivacién de los
receptores beta o inhibitorio por la estimula_cién de los receplores alfa.

En el animal de 24 dias de edad, la seccion bilatefal del nervic ovarico
superior no modifica la edad de la apertura vaginal, la primera ovulacion, ni la
concentracion sérica de las gonadotropinas y de la hormona del crecimiento,
incluso siete dias déspués de realizada la desnervacién . Con base en estos
resultados 10s autares niegan i'a partibipacién dela informacion que transcurre por
ésle nervio en la regulac_ié'n_ de la primera Qvulacién eSpenténea (A'g_uado y Ojeda,
'1984b). En otro estudio similar, en el que utilizan ratas dé 25 di_ais-de edad, ia
seccic')h bilateral del ligamehto suspensbrio seg'uida_por el tratarﬁiento_con'PMSG, ‘, |
provoca disminucion del contenido-de_noradren_alina'_gv_a"rica, sin ca_rn_biqs "e'h_' la

tasa de animales ovulantes, ni el numero de cuerpos lateos observados' en



animales sacrificados entre 5 y 8 horas o 3 dias después de haberse producido la
ovulacion. En este caso, los autores concluyen que [0s nervios que transcurren
en el ligamento suspensorio no son indispensables en el proceso ovulatorio,
aunque no descartan la participacion de las calecolaminas en la regulacién de la
ovulacion, ya que mediante esta manipulacion no se logra una deplecién
completa del neurctransmisor {(Selstam y col, 1985).

Se ha sugerido que en aquelios animales en donde se eliminan ambos
nervios ovaricos, las goénadas desarrollan una  hipersensibilidad a las
catecolaminas residuales y a las que le llegan por sangre, lo que le permitiria una
respuesta equivalente a la observada en animales con inervacion intacta (Aguado
y Ojeda, 1 984b).

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que la seccidn
unilateral del nervio ovérico superior a los 16, 20, 24, 28 6 32 dias de edad, no
maodifica la edad de apertura vaginal, péro se observa disminucion en el nimero
de ovocitos liberados por el ovario desnervado y aumento cc')m_pe'nsaddr por el
ovario que mantiene intacta su inervacion (Morale's y col, 1993). En estos grupos
experimentales, el numero de foliculos mayores de 70 pym diametro fue la mitad
del bbservado en el grupo testigo, efecto que sé observa tanto en el ovario
desnervado como en el ihtacto. De la misma manefa,én el animal hemica'slrado,
la seccién del hervio ovarico superior re_duce el porc_:entaje d_e _animales_ que
ovulan al e_stro vaginal.'Estos_resultados permiten sugeri_r-'que_ la informa.t:ién' que
transcurre por. el .nerv_iQ ovarico supérior mo_duia de mén’era.e_sfimulatdria 'y
Iateraliza_cla la primera ovulacién yla feaoti\)idad del CQmpartim.ient:o' fdl_icUlar a Ias_ ,
gonado(ropinas, en especial a la FSH (Cha’ve;z y col, 1_989; Morales y col, 1990;5 |
1991; 1993), . o



Participacion de la inervacion catecolaminergica vy _peptidérqgica en el proceso de

crecimiento folicular

Se ha postulado que el inicio del crecimiento folicular no depende de las
gonadotropinas. En apoyo a esta hipdtesis, Peters y col. en 1973 (citado por
Greenwald y Roy, 1994) mostraron que en el raton de dos dias de edad ia
hemicastracion no modifica el nimero de foliculos en crecimiento 12 dias después
de la hemicastracion. Otras evidencias han mostrado que durante las primeras 24
horas de vida, el ovario de la rata no presenta foliculos, estos empiezan a
observarse a partir de {as 48 horas. En contraste a |a falta de foliculos, se detecta
la presencia de fibras nerviosas de naturaleza adrenérgica en la gdnada fetal de
19 dias o en la recién nacida, con menos de 15 horas de vida (Malamed y col,
1992). Estos hechos han sido utilizados como indicadores de que el inicio del
~ crecimiento folicular esta regulado mas por la informacion neural que por la
hormonal.

Existen varias evidencias en los que se muestra a la inervacién como un
regulador en e! proceso de crecimiento y diferenciacién'del foliculo ovéﬁco‘

La inmunosimpatectomia neonatal inducida por la administraciéon del
anticuerpo al factor del crecimiento neural (ab-NGF), resulta-en aumento en el
numero total de foliculos, que se da por el mcremento de los preantrales. Se"
sugiere que estas alteracmneq son producndas a mvel del propio ovarlo ya que el
tratamnento con el anticuerpo provoca la ellmlnac:én de las nbras mmuncreaclwas
a la t|rosma hldroxnasa y las del neuropéptldo Y (Laray col 1990c) |

En camblo la . elnmmacnon de la mformacmn catecolammérglca por la

'-admtmstramén de GTD provoca erectos dlferentes es decir, se observa'



disminucion en el numero total de foliculos, principalmente por la caida en el
numero de foliculos preantrales. Las diferencias entre la inmunosimpatectomia y
la desnervacion por la GTD se pueden deber a que el ab-NGF actda sobre las
terminales simpaticas y las neuronas sensoriales, mientras que la GTD actuaria
sélo sobre la inervacién simpatica (Lara y col, 19390b).

En la cobaya prepuber, la eliminacion de las fibras calecolaminérgicas por
la administracion local de 6-OHDA, resulta en la disminucion del numero de
foliculos preantrales e incremento de la atresia de los follculos medianos y
promovid la formacién de los foliculos grandes (>700 pum de diamelro). Estos
resultados han sido interpretados como un indice de que la inervacion
adrenérgica puede inhibir de manera ténica el desarrolio del folicuto (Curry y col,
1984).

El grupo de Laray col. (1991) mostraron que en la rata el injerto de ovario
presenta foliculos en desarrol.lo, sélo si- se encuentran presentes. las fibras
adrenérgicas. Estas fibras se pueden visualizar siete dias después de realizado el
injerto. | |

Todas las -evidencias mostradas apoyan la idea de. que'la inervécic’m
noradrenerglca pammpa en la regulacion del crecnmlento fohcular (Flores y col

1990; Lara 'y col 1990b)

Evidencias dé la exi#tencia'de lateralizacién en _e_! sfs‘tema nérvidso c__c_mtral y

en las génadas. | B .
Existen humerd'sos hechos expe’rimentales que perh*\ilen S‘u'poner la

exnstencua de Iaterahzacmn en los mecamsmos centrales y periféricos que regulanv

la funcuon de las gonadas
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Asi, de las evidencias mostradas se desprende que en la rata adulta y
prepuber el nervio ovarico superior requla de manera estimulatoria y lateralizada
el proceso ovulatorio (Chavez y col, 1991, Morales y col, 1993).

De igual manera se ha mostrado que en la rata adulta la seccion del nervio
vago madifica la respuesta ovulatoria, la que depende del nervio que se secciona
(Cruz y col, 1986).

En los reptiles, los ovarios funcionan de manera alternada durante la etapa
de reproduccidn y al parecer esta funcidn allernada depende de una
comunicacion intemy{érica, ya que al eliminar la gdnada activa, la otra presenta
una hipertrofia compensadora. En este estudio analizaron en el diencéfalo
izquierdo y derecho ias concentraciones de los metabolitos a las catecolaminas y
a serotonina y, observaron que éstos se incrementan del lado contralateral al
ovario funcional. Los autores sugieren que la asimetria funcional se presenta
tanto en el sistema nervioso central como en las gonadas (Jones, y col, 1990).

Otra evidencia de que existe lateralizacion en el sistema nervibs_o central,
fue moslrada por el grupo de Gefendai quienes sehalan que en la rata adulta
intacta, el contenido de GnRH en el hipo_téla'mo medio basal es mayor en el lado
derecho que en el izquierdo. La ovariectomia unilateral induce aumento en el .
contenido de GnRH en el hipotalamo me_dio basal, ipsilateral al avario e_xtirpado
(Gerendai y Halasz, 1981). Por otra parte s8 ha mostrado que en la _rat‘a.aduu-a
ciclica el ovario izquierdo libera una buola ovulatoria mayor"a l_a' del. de_recﬁho
(Dominguez y col, 1989). Todo este conjunto de evidencias apoyan la existencia

de lateralizacidn en los mecanismos que controlan [a funcion del ovario.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mientras que algunos esludios parecen indicar que la inervacion
catecolaminérgica del ovario modula los mecanismos que con llevan a la
ovulacion, el crecimiento folicular, la esteroidogénesis y la prefiez, existen otros
que niegan su participacion. Esta controversia puede ser explicada por las
diferentes modelos utilizados, a la edad en la que se realiza la manipulacion y por
el fapso entre el tratamiento y la evaluacion de las modificaciones inducidas.

En la rata prepuber la seccion bilateral del nervio ovarico superior
{principal fuente de inervacién noradrenérgica) no modifica la edad de apertura
vaginal, del primer estro y la owvulacion espontanea o inducida por la
administracion de PMSG (Aguado y Qjeda 1984b). Eslos resultados se
interpretaron como evidencias de que la inervacion catecolaminergica no seria
"esencial' en los mecanismos que desencadenan la ovulacion. Resultados
previos de nuestro aboratorio muestran que si bien la seccion bilateral del nervio
ovdrico no modifica la respuesta ovulatoria, los efectos son diferentes cuando se
realiza una desnervacion unilateral, ya que en este caso ‘hay aumento
compensador en la cuota avulatoria por el ovafio inervado y disrﬁinucién por el
desnervado. Estos resultados nos llevaron a plantear las sigUi.enl_es inlefroganlesz’
- ¢La respuesta del ovario a una desnervacion se debe a una caida " de Ia
concentracion de noradrenalina en el o:vario?' :

- ¢La disminucion es temporal o permanente?
- ¢El efecto de la seccion depende de la edad_dél animal y del nervio que se’

corta?
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Para dar una respuesta a estas preguntas, en éste trabajo se
cuantificd el contenido y la concentracion de noradrenalina ovarica en animates
con seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, realizada en las
etapas infantil o juvenil, y evaluado 24 & 72 horas post-cirugia o al dia del primer
estro vaginal,

Otro hecho es que tanto en los animales con seccidn unilateral como
bilateral del nervio ovarico superior, los dos ovarios presentan descenso en la
poblacion de foliculas con didmetro < 350 pm, es decir de aquellos que podrian
llegar a un estado preovulatorio y avular en respuesta a la LH. Estos resultados
se podrian deber a: |
- ¢ Que al eliminar la principal fuente de informacién catecolaminérgica, el ovario
disminuye su capacidad de respuesta a las gonadolropinas?

- ¢ L.os cambios estdn mas asociados a la FSH, ala LH o a ambas?

- 4 Estas cambios dependen de la edad del animal?

- (La respuesta del ovario es igual si se secciona el nervio ovarico izquierdo, el
dereého o ambos nervios? |

Para analizar los posibles mecanismos implicados en estqs' eventoé, se
realizé la seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico su_p_eriof. en la'etavpa‘ -
infantil o juve’nil. y efectuamos la estimulacion con PMSG._-hCG 0 combinadas en
la etapa peripuberal. )

Por L'xltimo se analizd si la sola'desnervacién no prb‘voca una
_ sobreshmulacmn o inhibicién de la respuesta del ovano a las: qonadotropmas
para ello en animales con seccion unilateral del nerwo ovanco supanor se les

estimulé con PMSG 0 hCG inmediatamente después de Ia desnervacion.
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Hipétesis

Con base en los antecedentes de que en la rata la seccion unilateral
de! nervio ovérico superior disminuye fa cuota ovulatoria y el numero total de
foliculos medidos al primer estro vaginal, se postula que en la rata prepuber la
informacion neural que transcurre por el nervio ovarico superior modula de forma
estimulatoria y lateralizada los procesos de crecimiento folicular y ovulacién y que
su participacién varia con la etapa de desarrolio del animal, por lo que la
desnervacion del ovario por la seccion uni o bilateral del nervio ovarico superior
afecta de manera inhibitoria la respuesta del ovario a 1a administracion de las

gonadotropinas.

| Objetivos
- Estudiar los efectos de la seccién unilateral o bilateral del nervio ovarico
superior, realizada en la etapa infantil o juvenil, sobre el contenido de las

catecolaminas ovaricas
- Estudiar la respuesta del ovario desnervado por la seccién unilateral o bilateral

~ del nervio ovarico superior, al estimulo gonadotrépico, sobre la ovulacién y el

crecimiento folicular.
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Metas

- Analizar las variaciones en el contenido de noradrenalina ovarica, en animales
con seccion unilateral o bilateral del nervio ovéarico superior, realizada a los 16
dias de edad (etapa infantil), sacrificados a las 24, 72 horas o al primer estro

vaginal.

- Analizar las variaciones en el contenido de noradrenalina ovarica, en animales
con seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, realizada a los 32
dias de edad (etapa juvenil), sacrificados a las 24, 72 horas o al primer estro

vaginal,

- Estudiar los efectos de la estimulacién con PMSG, hCG o PMSG-hCG en la
etapa peripuberal, en animales con seccion unilateral o bil_aleral del nervio ovérico
superior, realizada en la etapa'infan_til o juvenil, 'sobre la ovulacidn.y el

crecimiento folicular.

- Estudiar, en los animales con seccidn unilateral del nervio ovarico superior, ia

‘respuesta al estimulo inmediato con PMSG o hCG, sobre la respu_esl_a ovulatori.a.
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MATERIALES Y METODOS
Procedimientos generales

Se utilizaron ratas hembra prepuberes de la cepa ClI-ZV, mantenidas en
fotoperiodo controlado de 14h-luz 10h-obscuridad {luces encendidas de 05:00 a
19:00 h). Los animales se destetaron a los 21 dias de edad y a partir de este
momento tuvieron libre acceso al agua y al alimento (Nutricubos, Ralston Rations
USA).

Procedimiento Quirdrgico.

Las intervenciones quirurgicas se realizaron bajo anestesia con éter entre
las 09:00 y las 11:00 h. Una vez anestesiados a los animales se les practicé una
incision ventral que abarcé piel y msculo, se exteriorizaron el ovario izquierdo o
derecho, se identificé el ligamento suspensorio correspondiente y se cortd el
nervio ovarico superior izquierdo, el derecho o ambos nervios. Como indice de
comparacion, también se incluyeron grupos con opéracién simutada, en los que
se les praclicd una incision de piel y musculo y sin tocar ningun éfgano se suturo
la herida. Al terminar la manipulacion quirtrgica los animales fueron marcados en
las orejas. |
Procedimien to de Autopsia

Todos los animales fueron sacrmcados por sangria entre las 09 00 y Ias
11:00.h, segun los protocolos descntos en cada expenmento

A la autopsna en los grupos con dasnervaceon qunrurglca se verifico que el

ovario unido al Gtero se enc_on_trara libre en la cavidad abdommal.--Se disecaron

las trompas ovdricas, se buscé la presencia de ovocitos, los que fueron contados
con la ayuda de un microscopio estereoscopico, siguiendovzla metodologia

habitual del laboratorio (Morales y col, 1993). Se disecaron vy pesaron los 0varios



y el utero. Los ovarios fueron fijados en liquido de Bouin, incluidos en parafina,
cortados en forma seriada a 10 pym de grosar y tefidos con hematoxilina-eosina
para su posterior estudio morfométrico. En otros grupos experimentales los
ovarios fueron guardados inmediatamente a -70°C hasta el momento de la
determinacion de catecolaminas por cromatografia de liquidos de alta resolucion

(CLAR), segun el procedimiento de Hadfield y col, (1985).

Andlisis morfométrico de la poblacién folicular.

El analisis' de la poblacion folicular se realizd en los ovarios izquierdo y
derecho de los animales desnervados a los 32 dias de edad. l.os cortes se
revisaron cada 10 um y se midieron, con ayuda de un ocular micrométrico, los
diametros de todos aquellos foliculos en los que el ovocito presentd nicleo y
nucleolo bien definido. De acuerdo al diametro se clasificaron en foliculos
pequefios (< 350um) o grandes (>350um), segan la clasificacion propuesta ‘por
Hirshfield y Midgley (1978). | ”

Ademas de la clasifica.cic'm del foliculo por su didmetro, éstos fueron“
divididos en sanos o atrésicos. Se considerd a un foliculo atrésicd aquel _que
presentd por lo menos una de las siguientes caracteristicas, de acuerdo a la
clasificacion de Hsueh y col, (1994):

* de'scamacién de las células de la granulosa, siempre y cuando sean més de
cinco células descamadas |

- engrosarﬁiento de las capas de las tecas

* picnosis nuclear |

+ alteracion del ovocito
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Cuantificacién de catecolaminas.

La cuantificacion de las catecolaminas ovaricas se realizd por
cromalografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). En las corridas
cromatograficas se utilizo dihidroxi-benzil-amina (DHBA) como estandar interno
(Apéndice A).

La cuantificacion de las catecolaminas se realizo en todo el ovario, ya que
previamenle(se ha mastrado que el medirlas en todo el ovario es equivalente a
determinarlas sélo en el compartimiento folicular (Bahr y Ben-Jonathan,
1981,19885),

Los ovarios de los animales con desnervacion quirdrgica y sus grupos
testigo fueron pesados en una balanza de precision al 0.1. Se hcmogeinizaron en
acido perclarico helado al 0.1M a 50 cicios por minuto y se centrifugaron a -4°C
durante 10 min. a 8,000 rpm. Al sobrenadante se te agreg6 TRIS al 0.05M a un
pH de 86 y aldmina y se agild por 10 min. A ia pasiilla que se formd se le
adiciond nuevamente acido perclorico, se centrifugé por 1 min. a 1000 pm y se
procedio a inyectar en el cromatografo. Los dat_os de contenido de c;atecol'aminas‘
fueron expresados ‘en 'nanogramcs. y su concentracion en nanogramos por |

miligramo de peso del drgano.

| Anélisis Estadistico. |

Los resultados del numero de ovocitos liberados, la edad de apertura
vaglnal y del primer estro, fueron anahzados por la prueba de Kruskal-Walhs '
seguido por la prueba de U de Mann-Whttney |

El peso de los ovanos del Utero y la concentracion de catecolammas se

analizaron por la prueba de Analisis de Varianza multifactorial (ANDEVA), ”
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seguida por la prueba de Tukey, en el caso donde se realizaron comparaciones
entre dos grupos se wlilizo la prueba de "t" de Student.

LLa tasa ovulatoria definida como el nimero de animales ovulantes/inumero
total de animales, se analizo por la prueba de probabilidad exacta de Fisher o de
Jiz.

En todos los casos se considéré que las diferencias fueron

estadisticamente significativas cuando la probabilidad fue igual a menor al 5%

Experimento 1.
Efectos de la seccidn unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, sobre

las concentraciones de catecolaminas en el ovario de ratas prepaberes.

Con base en los antecedentes citados en el marco tedrico se sabe que: .
a) La principal catecolamina que se detecta én el ovario de la rata prepdber es la
noradrenalina (Aguado y Ojeda 1984b; Selstam y col, 1985). |
b) Que el contenido de la amina incrementa con la edad del.animal (Beh-Jonaman |
y col, 1984). | | -
¢) Que el ovario recibe el mayor apdne cate't:o.larhinérgico pdr el nervio 6véri¢o
superior (LaWrence y Burden, 1980)'. y que la seécién bilateral de este nervio
provoca deplec'ién drastica del contenido de la amina.,Sieté dias de'spyés de la
desnervacion (Aguado y Ojeda, '1984b; Lawrence y Burden, 1980).
: d) Q'ué en la rata adulla la cantidad de ﬁbras QUe llegan al ovar'i'o,derecho por el
" nervio m}érico superior, es méyof* que'para el 'i'zquierdo aunque la diferencia no |

~ llega a ser estadisticamente di_ferenté (Klein y Burden, 1988a).
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e) Algunos aulores postulan que al parecer el nervio ovarico superior no participa
en la regulacion de los mecanismos de la apertura vaginal y la primera ovulacion,
ya que en la rata de 24 dias de edad la seccidn bilateral del nervio no provoca
cambios en los parametros indicados (Aguado y Ojeda, 1984b),

Sin embargo los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Morales y col,
1990; 1993) indican que:
- Si bien la seccion bilateral del nervio ovarico superior no madifica la respuesta
ovulatoria, los efectos son diferentes a cuando se realiza una desnervaciéri
unilateral, ya que en este caso hay ihcrement_o en el numero de ovocitoé liberados
por el ovario inervado y disminucion por el desnervado. Estas evidencias nos
llevan a plantear las siguientes interrogantes:
1.- ¢En los animales con seccién unilateral del nervio ovarico, la diferehte
respuesta entre el ovario inervado y el deshervadd se relaciona con cambios en el
contenido de noradrenalina ovarica?
2.- ¢ Al seccionar el nervio se provot:a una deplecion rapida de la amina, o es éste
un prbceso de eliminacion gradual? o
3.~ ¢Que sucede con las otras fuentes que abastaceh al ovario de'hdradrenalina;
se activan y restablecen a largo tiempo el contenido del heuretréhsmisor? _ |
4.- ¢ Los efectos defl‘a desnervacion dependen de la etapa de desarrollo en la.gue

se encuentra el animal?

~ Para contestar estas interrogantes se midio el contenido de-
catecolaminas en el ovario de ratas intactas sacrificadas a intervalos de 4 dias
desde los 16 dias de edad hasta los 36 y un grupo mas al primer estro vaginal. En

otros grupos se realizé la seccion del nervio ovarico superior izquierdo, derecho o



de ambos nervios ovaricos en la etapa infantil (16 dias de edad) o juvenil (32 dias
de edad). Después de la intervencion quirdrgica, los animales se dejaron en
reposo y se sacrificaron 24 ¢ 72 horas post-cirugia o bien hasta e! dia del primer
estro vaginal. Como grupo testigo se utilizaron animales con operacion simulada,

realizada a las mismas edades.

RESULTADOS
Efectos de la seccidn unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, sobre

las concentraciones de catecolaminas ovaricas en ratas preptberes
En nuestra cepa de animales y con el método de extraccion
utilizado, s6lo se pudo detectar noradrenalina, con un tiempo de reténcién de

4.27+0.02 min,

Variaciones en el contenido y en fa concentracion de catecolaminas

ovdricas en animales intactos

En la Fig. 3 se muestran las variaciones en el cont_enido .total'de
noradrenalina ovarica respecto a la edad del animal. Como se puede observar, el
contenido de la amina incrementé conforme crece el anihial. En cada una de las
edades estudiadas, el contenido' del héurotr_ansrﬁisdr fue semejante entre el

ovario izquierdo y el derecho.
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Fig. 3. Media del contenido total de noradrenalina en el ovario izquierdo o
derecho de animales intactos a diferentes edades.

En la tabla | se presenta el peso de los ovarios v la concentracion de
noradrenalina en el ovario de animales intactos sacrificados a diferentes edades.
El peso de las gonadas incremento con Ia edad del animal, mientras que la |
concentracion (ng/mg de tejido) de noradrénai_ina del ovario izquierdo fue
semejante a la de la génada dérecha-. en cada uné de '.Ias 'edadeS‘evaluadaS*
excepto en el grupo de animales sacrmcados al pnmer estro vagmal en donde el
ovario derecho presentd una concen!raclén mayor respecto al del lzqulerdo dada
por !a dlferencna de peso de los ovanos ya que el |zqunerdo presento un peso-

mayor al dia del primer estro (Tabla 1).
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Tabla I Media £ eem del peso del ovario y de la concentracion de
noradrenalina en el ovario izquierdo o derecho de animales control,
sacrificados a diferentes edades.

Edad n Ovario Peso{mgq) Concentracion
(ng/my tejido)
16dias 8 lzquierdo 5.10£0.62 0.37+0.05
6 Derecho 4.0340.35 0.31+0.06
20 dias 5 lzquierdo 6.9310.56 0.2810.08
5 Derecho 6.80+0.70 0.18+0.05
24 dias 10 lzquierdo 7.6410.56 0.3940.03
10 Derecho 7.63+0.52 0.36+0.03
28 dias 8 lzquierdo | 10.21+0.64 0.53+0.05
7 Derecho |  9.5410.78 0.56+0.06
32 dias 8 lzquierdo | 1.02£0.70 0.59+0.05
6 Derecho | - 9.30£0.28 0.64+0.11
36 dias 5 lzquierdo | 11.77+1.51 0.5510.07
5 | Derecho | 11.33:0.70 0.600.06
Primer estro 4 | izquierdo | 1642:234 | 0442005
vaginal 6 Derecho | 11.3981.74 0.8310.15*

*, P<0.05 vs. su ovario izquierdo (Prueba de t “Student”),

En este grupo de animales el coeficiente de correlacién entre el
peso y la concentracion de noradrenalina en el ovario, fue bajo. Para el ovario

izquierdo fue del 52%, y del 82% para el derecho.
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Efectos de la seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, sobre
el contenido y ta concentracidn de catecolaminas ovaricas

Desnervacion en la etapa infantil

En los animales con operacion simulada el contenido de
noradrenalina ovarica incremento con el tiempo de evolucion, sin que se
observaran diferencias entre el ovario izquierdo y el derecho (Tabla Il).

En las ratas con seccion del nervio ovarico izquierdo, el contenido
de noradrenalina disminuyd de manera significativa en el ovario desnervado, 24 ¢
72 horas post-cirugia comparado con el grupo con operacion simulada, mientras
que el ovario intacto (derecho) presenté un incremento significativo sélo a las 24
horas. En el dia del primer estro vaginal el contenido de la amina en ambos

ovarios fue semejante a los del grupo con operacién simulada (Tabla 1l).

En el grupo con seccidén del nervio ovérico derecho, no se delecté la
noradrenalina en el ovario desnervado 24 horas después de la operécién,
mientras que en la gonada intacta el contenido fue semejante al grupo con
operacion simulada. A las 72 horas post-cirugia y al dia del primer estro vaginal
el contenido del neurotransmisor no se modificd en ninguno de los dos ovarios
(Tabla If) | |

Deaspués de la secciér; bilateral del nervio _ovéricd superior,_n_o se
detecté noradrenalina en los ovarios de ninguno de los grupds excepto en ios
animales sacnf’ cados en el dia del pnmer eslro vagmal en donde se pudo
detectar el neurotransmlsor en la génada darecha aunque ol contenldo esv

aproxnmadamente cuatro veces menor que en ol grupo can operacmn b|mu|ada_- :
(Tabla Ii).
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Tabla Il Media + eem del contenido {ng) de noradrenalina en ¢l ovario
izquierdo (Ol) o derecho (OD) de animales con operacién simulada (OS} o
con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa infantil (16 dias de edad) y
sacrificados a las 24 6 72 horas post-cirugia o al dia del primer estro vaginal
(PEV).

Tiempo postcirugia

Grupo n 24h n 72h n PEV
os oIl 5 [163:022 4 2208011 | 3 | 9.7911.82
on| 3 |1.30:0.71 4 |200:035 | 3 | 7.89+1.09
sNOU o 7 lo23s011c | 6 nd* | 5 | 4.19+1.56
OD| 8 |3631046%a| 6 |165:013a| 7 | 6894156
SNOD Ol | 7 |282:089 9 1954026 | 5 | 6.66£1.07
ob| 5 | nd *a 7 loor:047 | 4 | 3381073
SBNO Ol 4 | nd * 4 nd * | 5 nd *
oo| 6 | nd 4 nd * | 5 | 16041.22*

n.d. valores no detectables '
*P<0.05 vs. OS mismo ovario (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey).
a P< 0.05 vs. ovario izquierdo, mismo grupo (Prueba de “t" Student).

En el grupo con operacion simulada el _pes_ci de los ovarios
increment6con el tiempo de evolucién (Tabla HI). | |

En los énimales en los se secciond el nervio ovarico SUperior
izquierdo, el ovario desnervado incrementd de peso cua.ndo el t_iempo pos}cirugia
fue corto, 24 6 72 horas, en tanto que el peso de la'génada _inta’c_ta. fue sem_éjante' .
a los da'op'eracién simulada. En los que se eliming éz_l nervio ovéric_o derec_ho.-_'sé!o_v

a las 72 horas se presento incremento de peso en ambos ovarios. En cambio, con
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la seccidn de ambos nervios, el peso del ovario derecho incrementd en los

animales sacrificados a las 24 horas o al dia del primer estro vaginal (Tabla Iil).

Tabla Il Media + cem del peso (mg) de los ovarios de animales con
operacion simulada (OS) o con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo
(SNOY), derecho (SNOD) o ambos nervios (SBNQ) realizada en la etapa
infantil (16 dias de edad) y sacrificados a las 24 6 72 horas post-cirugia o al
dia del primer estro vaginal (PEV).

Tiempo postcirugia

Grupo Ovario 24h 72h PEV
0S lzquierdo 49+0.5 6.51£0.5 14.4+1.4
Derecho 4.610.6 6.540.9 11.911.9
SNOI Izquierdo 7.410.5" 10.0+0.8* 12.9£1.5
Derecho 50+0.4a 7.7+0.5a 14.71:1.9
SNOD lzquierdo 5.6+0.4 9.210.9" 16.742.7
Derecho 5.810.6 11.441.7* 8.3t1.7a
SBNO lzquierdo 6.610.7 8.1+1.0 18.342.2
Derecho 7.640.3* 8.8+1.2 16.3¢1.3*

*, P<0.05 vs. OS mismo ovario (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey).

a, P< 0.05 vs. ovario izquierdo, mismo grupo (Prueba de "t" Student).

En la Fig. 4 aparecen los resultados de la cOncentr'acié'n (ng/mg de
tejido) de noradrenalina ovérica en animales a los que se les practico la sec__cién
del nervio ovarico superior en la etapa infantil y se Sacrifica_mn 24,horas-después ,

de la cirugia.
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En los grupos con seccion unilateral del nervio, en el ovario desnervado
disminuyo la concentracion de noradrenalina. En el grupo con seccion del nervio
izquierdo, el ovario intacto presentéd incremento compensador en la concentracion
de la amina. Cuando se cortaron ambos nervios, la disminucion fue mas drastica,

llegando a ser no detectables las concentraciones de noradrenalina (Fig. 4).
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Ovarlo laqulerde PZ410.36 + 0.07 0.11+0,01/0.32 £ 0.04 nd
Ovarlo Deracho 0.29£0.14{0.74 £ 0.09 nd | nd

¥ P0.05 ve grupo con OS, mismo ovarlo

nd= Valor no detectable

Fig. 4. Media eem de la concentracién de noradrenalina, en el ovario
izquierdo o derecho de animales con operacién simulada {OS) o con
seccion del nervio ovarico superior izquierdo. (SNOY), derecho (SNOD) o de

ambos nervios (SBNQ), realizada en la etapa infantil y sacruficadas a las 24 L

horas post-cirugia
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De igual manera, cuando los animales fueron sacrificados a las 72
horas post-cirugia, el ovario desnervado presentd disminucion en la
concentracion de la noradrenalina y en los de seccion bilateral no se llego a

detectar el neurotransmisor (Fig. 5).

ng/mgq de tejido
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Ovario lzquierdo PZZ410.36 + 0.04|0.09 + 0.0210.21 £0.02| nd
Qvario Derecho S\ [0.32 + 0.030.23 £ 0.03|0.15 10.05 nd

¥* PQ.05 vs grupo con O8, mismo ovarlo
nd= valor no detectable

Fig. 5. Madia teem de la concentracién de noradrenalina, en el ovario'
izquierdo o derecho de animales con operacién simulada (0S) o con
seccién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho o de amhos
nervios (SBNO), realizada en la etapa infantil y sacriﬁcados a Ias 72 horas
post-cirugia. ~

En los animales que fueron sacrificados hasta el dia del prvi'mer estro

vaginal, la seccidn del nervio ovérico izquierdo fue seguida por la disminucion de
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la concentracion de la noradrenalina en el ovario desnervado, respecto al grupo
con operacion simulada, sin que se observaran cambios en la gonada intacta. L.a
seccion del nervio ovarico derecho no modificd la concentracion de la amina en
ninguno de los dos ovarios. En el grupo con seccion de ambos nervios, en el
ovario izquierdo no se detectd la amina, en tanto que en el derecho se detectd

aunque en menor concentracion a ta del grupo con operacion simulada (Fig. 6).

ng/mg de tejido
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* PQ.05 vs grupo con OS, mismo ovario
nd= valor no detectable

Fig.6. Media teem de la concentracion de noradrenalina, en el ovario
izquierdo o derecho, de animales con operacién simulada (OS) o con
seccion del nervio cvarico superior izquierdo (SNOJ), derecho (SNOD) o de
ambos nervios (SBNO), realizada en la etapa infantil y sacrificados al dia del
primer estro vaginal, R
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En los animales con seccidan unilateral se ohservo disminucion en la

tasa de animales ovulantes y en el nimero de ovocitos liberados por el ovario

desnervado, respecto al grupo con operacion simulada, mientras que aquelios

con seccion bilateral no presentaron modificaciones en estos parametros. En

ninguno de los grupos de animales desnervados se abservd modificaciones en el

peso de Gtero, respecto al grupo con operacion simulada (Tabla V).

Tabla IV: Tasa de animales ovulantes, media teem del niimero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo o derecho y pesa del titero de animales con
operacion simulada (OS) o con seccién del nervio ovarico superior izquierdo
(SNOI), derecho (SNOD) o ambos nervios {SBNQ) realizada en la etapa
infantil (16 dias de edad) y sacrificados at dia del primer estro vaginal.

Grupo Tasa de avulantes por Ovocitos liberados ~ Utero
el ovario | - por.el ovario. (mg)
lzquierdo ‘Derecho |lzquierdo . Derecho |
0s 415 415 40107 | 28406 | 152.1105]
{snor 313a o3 | 33113 | 69105b | 1622:65]
SNOD 8/10 2110a | 7.0:06b| 210 | 163.0:84|
SBNO 506 s6 | 36102 | 32102 ',137;93:8.5

a, P<0. 05 VS, grupo con OS ‘mismo ovario (prueba de Fisher)

b, P<0.05 vs. grupo con OS mismo ovano(prueba de Kruska!-Walhs ‘sagmda por
laUde Mann-Whnlney)

En estos grupos de ammales sacnflcados aI pnmer estro vagmal no

se observaron cambms en el peso corporal (0S= 106.843.7; SNOI“ 112 643, 2,
- SNOD= 11.3 344, 0 'SBNO= 96.8+3. 5)
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Desnervacion en la etapa juvenil

En la tabla V se presentan los valores del contenido de
noradrenalina en el ovario de los animales con operacion simutada o con seccion
del nervio ovarico superior, realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas en

diferentes periodos.

En el grupo con operaciéon simulada el contenido de noradrenalina
incrementd de las 24 a las 72 horas post-cirugia, y se mantuvo mas o menos

constante hasta el dia del primer estro vaginal.

Cuando se secciond el nervio ovérico izquierdo, el contenido de
noradrenalina disminuyd drasticamente en el ovario desnervado, llegando a ser
no detectable en los animales sacrificados a las 24 horas pcst-éirugia o al dia del
primer estro vaginal, en lanto que en la gdénada intac:ta el contenido fue
semejante a los de operacion simutada, independientemente del tiempo de

“evohucion.

Enlas hembras en las que se secciond el nervio ovarlco derecho el
ovario desnervado presenté disminucion en el contenido del neurotransmisor en

los tres penodos evaluados sin mod:ficacnone 3 en el ovario mervado
Con la seccion de ambos nervms en ambas gonadas se observo

disminucion en el contenido de. noradrenalma respecto al grupo con Operaczon,

s:mu!ada lndependlentemenle del penodo post~cnrugia (Tabla V).
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Tabla V: Media £ eem del contenido (ng) de noradrenalina en el ovario
izquierdo (Ql) o derecho (OD) de animales con operacién simulada {OS) o
con seccidn del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
ambos nervios (SBNO) realizada en [a etapa juvenil (32 dias de edad) y
sacrificados a las 24 & 72 horas post-cirugia o al dia del primer estro vaginal
(PEV).

Tiempo postcirugia

Grupo n | 24h n 72h n PEV

0S Ol 6 | 553t0.52 8 8.6910.97 4 9.47+1.30
QD| 6 | 55610.60 9 7.44+0.50 4 8.13+1.69

Isnot ol s nd * 6 | 3.30%1.53* | 4 nd *

OD| 6 | 3.98+0.42a 6 6.40+1.28 3 9.53+1.48a

SNOD OI] 3 |6.1542.72 7 8.00+0.91 5 6.4110.24
OD| 3 {209+027*a} 8 1.08+0.69%a 7 0.75+0.42"a

SBNO Ol 5 10391029 | 6 3.0041.50* 5 0.50+0.40*
OD| 5 |0681049* | 6 | 1.434119* | 5 nd *

n.d valores no detectables |

*P< 0.05 vs. OS mismo ovario (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey).

a P< 0.05 vs. ovario izquierdo, mismo grupo (Prueba de "t" Student)

El peso de los ovarios de los animales con operacion simulada en el
periodo juvenil incremento confofme al tiempo de evolucion, sin diferenéias _en el
crecimiento entre la génada izquiér_da y defe’cha (Tabla VI).

La seccion del nervio ovarico izquierdo no modifico el peso de los
ovarios de los ani.males'sacrificados 24:6 72 horas después de' la _.int’er.venc-iéh,'
mienlras que cuando se. dejaron llegar al dia del primer e_étro Qagina!,__s__e p(éSenlé ,

~ ganancia en peso del ovario tanto desnervado como en el intacto (Tabla V).
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La seccion del nervio ovarico derecho no modificd el peso de ambos
ovarios en los grupos evaluados. En los grupos en los que se seccionaron ambos
nervios ovaricos, se observd incremento en el peso de ambos ovarios a las 24
horas post- cirugia y solo en el ovario derecho a las 72 horas. Al dia del primer
estro vaginal el peso de los ovarios de los animales desnervados fue semejante al

del grupo con operacion simulada (Tabla VI).

Tabla Vi: Media £ eem del peso de los ovarios (mg) de animales con
operacion simulada (OS) o con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo
(SNOI), derecho (SNOD} o ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa
juvenil (32 dias de edad) y sacrificados a las 24 6 72 horas post-cirugia o al
dia de} primer estro vaginal (PEV), |

Tiempo postcirugila

Grupo Ovario 24h 72h PEV
0S Izquierdo 9.8£0.6 12.3+1.3 15.412.7
Derecho 9.2¢0.8 123£1.4 | 13.1£17
SNOI lzquierdo 111813 | 135815 | 227419
| Derecho 9.641.1 83:07a | 210818
SNOD  lzquierdo 11.741.6 12.6£1.0 16.1£1.0
| Derecho | 102407 | 146412 13.041.7
sBNo : lzquierdo 21.2£30" | 166421 2’1’”0&16”_
Derecho | 18441.9° | 187+2.0* ”158:-1 4a_

* P<0.05 vs. OS mismo ovario (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey)
a P<0 05 VS, Ovarlo izquierdo mismo grupo (Prueba de “t" Student)

En las fi iguras 7.8 y 9 se presenta de manera gréﬁca las var:acnones

en la concenlracuén de noradrenalma, en el ovario vde anlmales con operac:on
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simulada o con desnervacion realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a las
24 6 72 horas post-cirugia o bien al dia del primer estro vaginal.

En el grupo con seccidon del nervio ovarico superior izquierdo la
concentracion del neurotransmisor disminuyé en ambos ovarios, incluso llega a
ser no detectable en el ovario desnervado. Con la seccion del nervio derecho, la
concentracion de noradrenalina disminuyd solo en la génada desnervada.
Mientras que con la seccién bilateral, disminuyd en ambos ovarios, comparada
con la registrada en el grupo con operacion simu!ada (Fig. 7).
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Fig. 7. Medta teem de fa concentracidn de noradrenalma. en el ovario
izquierdo o derecho, de animales con operac.ién simulda (OS) o con seccién
del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos
nervios (SBNO), realizada en la etapa juveml y sacnﬂcados a Ias 24 horas
post-cirugia ' _ ,



Setena y dos horas después de la desnervacion unilateral, la
concentracion del neurolransmisor disminuyo sélo en la génada desnervada. En
tanto que con la seccion de ambos nervios, la concentracion de |a noradrenalina

disminuyo significativamente en los dos ovarios (Fig 8).
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Fig. 8. Media teem de la concentracién de noradrenalina, en el cvario =

izqunerdo o derecho, de animales con’ operacién simulada (OS) o con

seccion del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho {(SNOD) o de

ambos nervios (SBNO). reahzada en la etapa juveml y sacnficados alas 72

horas posbcurugia |
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En los animales con seccion unilateral y sacrificados al dia del
primer estro vaginal, la concentracion de noradrenalina ovarica disminuyd en el
ovario desnervado, en tanto que la génada intacta no mostré variaciones respecto
al grupo con operacién simulada. En los que se seccioné ambos nervios, se

presentd disminucién solo en el ovario izquierdo (Fig. 9).
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nd= valor no detectable

Fig. 9, Medla teem de la concentracién de noradrenalina en el ovario -
izquierdo o derecho, de animales con operacién sunulada 0 con secctdn del
_‘nervio ovarico superior izquierdo {SNOI), derecho (SNOD) o de ambos

nervios (SBNO), realizada en la etapa juvenil y sacnﬁcados al dia del pnmer
estro vaginal
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La desnervacidn uni o bilateral, realizada en la etapa juvenil no
modificod la proporcion de animales que ovularon al dia del primer estro vaginal.
En fos animales con seccion unilateral del nervio avarico superior se observo
aumento en la cuota ovulatoria por parte del ovario inervado, sin cambios en la
g6énada desnervada respeclo al grupo con operacion simulada. Mientras que, con
la seccién bilateral éste no se modificd. En ninguno de los grupos experimentales

se modifico el peso del utero (Tabla VIi).

Tabla VII: Tasa de animales ovulantes, media teem del nimero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo o derecho y peso del dtero de animales con
operacidn simulada (OS) o con seccién del nervio ovarico superior izquierdo
(SNOI), derecho (SNOD) o ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa
juvenil (32 dias de edad) y sacrificados al dia del primer estro vaginal.

Grupo tasa de ovulantes ovocitos liberados Utero
por el ovario por el ovario (mg)
lzquierdo  Derecho |[lzquierdo Derecho
oS a/5 4/5 3.3:0.3 | 35403 | 1635152
SNOI 4112 1112 | 33203 | 6.4:04a | 152.2:8.5
SNOD 10111 5/11 5.10. 6a 34111 | 156.247. 6 |
1sBNO 415 45 34109 | 38408 | 146.3:17.2

a, P<0.05 vs. grupo con OS, mismo ovario (prusha de Kruskal-Walhs seguxda por
U de Mann- Whltney)
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En estos grupos experimentales no se modificéd el peso corporal

(0S= 116.61£3.7; SNOI= 114.4+4.0; SNOD= 118.8+2.8, SBNO= 110.545.0)

El aumento en el contenido de noradrenalina en el ovario de ratas
intactas durante el desarrollo del animal, es semejante a lo descrita por otros
autores (Ben-Jonathan y col, 1984). Dado que la seccion unilateral del nervio
ovarico superior en la etapa infantil, provoco disminucion temporal en et contenido
de la noradrenalina en el ovario desnervado, mientras que en los animales
sacrificados al dia del primer estro vaginal se produjo recuperacion del contenido
del neurolransmisor, podemos sugerir:

1.- que en los animales operados en la elapa infantil (con mayor tiempo post-
cirugia), el ovario desnervado es capaz de 'restablecer" el contenido de

noradrenalina por la sintesis de novo (Ben-Jonathan y col, 1964).

2.- 0 que el plexo ovérico pudiera "compensar” la falta de informacién neural,

proveniente del nervio ovarico superior.

A diferencia de lo que se observa con la seccidn unilateral, en los

grupos con seccion de ambos nervios ovaricos no se restablecio el conteni'd‘o‘ de;‘
la amina, independientemente del tiempo post-cirugia. Aungue no tenemos una
~ explicacion para este hecho, sugerimbs QUe la respue'sta dvul_é_aloria ndr_mél é_n los
animales con seccién de ambos. nervios puede és_'tar dada porque 'ol:ros’éist'emas |

de neurotransmisores ¢,colinérgico, peptidérgico, entre otros? toman el “comando®

en la modulacion de Jns mecanismos que resultan en la ovulacion.
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Los resultados de este estudio muestran que es mas drastico
realizar la desnervacion en la etapa juvenil que en la infantil, ya que el contenido
de la amina disminuye aun mas en los animales intervenidos a los 32 dias de
edad, lo que nos permite sugerir que conforme el animal se acerca a la edad en la
que se produce la canalizacién de la vagina, le resulta mas dificil restablecer el
contenido del neurotransmisor ya que el sistema estaria mas diferenciado,
Resultados semejante han sido observados por Marchetti y col, (1987), quienes
- evaluaron el efecto de la seccion del plexo ovarico y del nervio ovarico sobre el
contenido de receptores adrenérgicos y observaron que en el animal que se
encuentra mas cercano a la edad en la que se produce la canalizacion de la
vagina, se produjo una caida mayor en el contenido de receplores comparado con

animales mas jovenes.
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Experimento 2.
Efectos de la administracion de PMSG en animales preptiberes con seccidn
unilateral o bilateral del nervio ovarico superior

La FSH actua sobre los foliculos que se encuentran en "reposo”
estimulando su crecimiento y maduracion (Richards, 1980). A la fecha existen
numerosas evidencias que musstran que el crecimiento folicular no sélo depende
de la accion de las gonadotropinas, sino también de la inervacion noradrenérgica
que liega al compartimiento folicular (Ayala y col, 1988; Malamed y col, 1990,
1992).

Previamente mostramos que en la rata prepuber la seccion
unilaterat del nervio ovarico superior provoca disminucion hasta en un 50% en el
numero lotal de foliculos medidos, tanto en la génada inervada como en la
desnervada y que esta disminucion se da principalmente en aquellos foticulos que

se encuentran en la etapa de crecimiento (didmetro promedio menor de_'350 pm).

Estos resultados nos ilevan a sugerir que la informacion catecolaminérgica que

transcurre por el nervio ovarico superior actua como modulador de los procesos

de crecimiento folicular y la ovulacion y,  que al parecer existe una via de

comunicacién entre los ovarios que permite que el ovario que mantiene intacta su

inervacion se "entere” y responda también con modificaciones en la poblacion

folicular (Morales, 1991). |

Si el nervio ovarico superior modula la res'pu_esta' del ovarid a las
gona'dotropinas entonces: " | | | |
, La disminucién del crecimiento folicular se debe a que el ovario désnervado

disminuye su capacidad de respuesta a la FSH, a la LH o a ambas hdrmc’;has?
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¢, Se madifico la actividad esteroidogénica del ovario, lo que impidid una correcta
liberacion de gonadotropinas por parte del eje hipotalamo-hipofisis?

¢, La respuesta del ovario desnervado depende de la etapa del crecimiento y
maduracion del animal en la que se realiza la manipulacion quirtrgica?

¢, Los efeclos dapenden del nervio que se secciona?

Dado que en los roedores la gonadotropina del suero de yegua
prefada (PMSG) estimula el crecimiento y la diferenciacion de los foliculos
ovaricos de manera semejante a lo que hace la FSH, en este experimento se
analiza si la seccidon unilateral o bilateral del nervio ovarico superior afecta ia
capacidad de respuesta del ovario a un estimulo similar ! de la FSH.

En el siguiente esquema se plantea el efecto que tiene la administracion de

la PMSG sobre el ovario para inducir {a ovulacién.

Sistama Nervioso
L
Central

l GnRH
Hippfisis .
FSH,LH
PMSG __(+) Génadas W

e ——

L :

Desarrollo falicular
secrecion de estrogenos

Ovulacion
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Para probar si en los animales con seccion del nervio ovarico
superior se madifica la respuesta a la FSH se realizo los siguientes experimentos.

Ratas en la etapa infantil (16 dias de edad) o juvenil (32 dias) fueron
sometidas a la' seccidn del nervio ovarico superior izquierdo, derecho o de ambos
nervios. Entre Ias 09:00 y las 11:00 h del dia 36 de edad, los animales de los
diferentes tratamientos fueron inyectados o no con 8 ui de PMSG (Sigma
Chemical Co, St Louis Mo., EEUU) y se sacrificaron en la maiana del dia del

primer eslro vaginal (Fig 10). Los resultados obtenidos fueron los siguientes.

Ratas hembra de la cepa Cli-ZV

A log 16 dias 6 32 dias
(Etapa infantil) l (Etapa juvenil)

SNO! - SNOD SBNO
Sacrificadas al 36 dias
primer estro vaginal :
egpontaneo '

- 8 uj de PMSG

Sacrl_ﬁcaaas &l primer
estro vaginal

Fig. 10. ESquema del método utilizado para la estimulacién cdn PMSG.
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RESULTADOS

Efectos de la administracién de PMSG en animales prepuberes con seccién
unilateral o bilateral del nervio ovérico superior.

En las hembras con operacion simulada realizada a los 16 dias de
edad, la apertura vaginal se presentd alrededor de los 41 dias de edad,
semejénte a los animales intactos (41.811.6 vs 40.840.4). En ambos grupos el
primer estro se registro aproximadamente 48 h después de la canalizacion vaginal
(0OS= 43.441.9; Inlactas= 42.040.5). De igual manera la operacion simulada no
madificd el numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (0S= 3.8+1.3;

Intactos= 3.540.4) ni por ei derecho {OS= 2.810.9; Intactas= 3.5£0.5).

Respuesta del animal intacto a la estimulacidn con PMSG

En los animales intactos tratados con PMSG, el 100% de los
animales ovulo al dia del primer estro vaginal, 72 horas después del tratamiento
hormonal. El nimero de ovocitos liberados y el peso de cada uno de los ovarios
fue mayor que en el grupo lestigo sin tralamiento hormonal (Tabla VIIIj. El peso
del dtero del grupo estimulado fue semejante al del grupo tesli'go (16?.-?3;4.1 VS
1635152 NS). o
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Tabla VIIl.- Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho,
mediat eem del nimero de ovocitos liberados y del peso de los ovarios
(mg/100 g) de animales sacrificados al dia del primer estro vaginal
espontaneo o tratados a los 36 dias de edad con 8 ui de PMSG y

sacrificados al dia del primer estro vaginal.

Grupo Tasa de ovulantes Ovocitos Peso de ovarios
Sin hormonas M

Ovario izquierdo 12120 3.510.4 17.21£0.8
Ovario derecho 13/20 3.56+£0.5 17.4:0.7
+PMSG

Ovario izquierdo 1111 6.610.9a 35.3+4.8b
Ovario derecho 11/11 6.5+1.2a 29.7+2.6b

a, P<0.05 vs. el grupo sin hormonas, mismo ovario (Prueba de Kruskal-Wallis,
seguido por la U de Mann-Whitney). _ .
b, P<0.05 vs. el grupo sin hormonas, mismo ovario (Prueba de "t" de Student).

La administracion de PMSG en los animales intactos provocé un

rescate de la atresia, sobre todo en aquellos foliculos con didmetro menores a

350 um (Tabla IX).
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Tabla IX. Media teem del numero de foliculos sanos o atrésicos, de animales
sin tratamiento hormonal o tratados a los 36 dias de edad con 8 ui de PMSG

y sacrificados al primer estro vaginal.

Grupo Ovario lzquierdo Ovario Derecho
< 350 >350 um <350 2350 pm

Sin tratamiento

Sanos 68.0+3.3 5.012.0 77.546.6 5.8+1.5
Alrésicos 36.5+5.0 11.0+2.4 35.044.1 12.844 2
+PMSG

Sanos 59.311.7 14.32.9* 60.0+2.5 11.742.2
Atrésicos 19.344.1* 7.0£1.5 14.0+1.0* 14.3£2.3

* P<0.06 vs. grupo intacto, mismo ovario y diametro (prueba de "t" de Student).

A

Respuesta del animal desnervado en la etapa infantil, estimulado con PMSG

en la etapa peripuberal.

En las hembras con seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico

superior y estimuladas con PMSG, la proporcion de animales ovulantes fue
semejante al grupo desnervado sin tratamiento hormonal sacrif_ictadoy al dia del
primer @stro vaginal, De la misma manera, con la seccion unilateral del ﬁervi_o :
avérico, el ntimero de ovocitos liberados "por-'el ovario desnervado fue menor y en
la gonada intacta _nb hay aumento en 'Ia cuota ovulatoria por la ad_min_i'stracién de
PMSG (TablaX). |
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Tabla X : Tasa de animales ovulantes y media £ eem del niumero de ovocitos
liberados en ratas con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa infantil
(16 dias), sacrificadas al estro vaginal espontineo o tratadas a los 36 dias
con 8 ui de PMSG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

T o o
lzquierdo Derecho lzquierdo Derecho
SNOI 210 510 34 6.041.4
+PMSG 0/8 6/8 a cero 6.51+0.3
SNOD 8/8 3/8 6.510.8 1.540.9b
+PMSG 56 2/6 7.041.9 1,1
SBNO 3/8 218 3.5¢1.3 4,6
+PMSG 4/5 215 4.3+0.3 2,4

a, P<0.05 vs. ovario izquierdo mismo grupa (Prueba de Fisher)
b, P<0.05 vs. avario izquierdo mismo grupo (Prueba de "t" Student)

En los animales con seccion unilateral del nervio ovarico superior,
el ovario desnervado presento un peso menor comparadd al inervado. Cuando se
seccionaron ambos nervios ovaricos, la disminucién se presentd en el ovario
derecho. Este componamiento se mantuvo aun después de la e'slimuiac'ién c_m la
PMSG y sélo en las hembras con seccidn del nervio derecho est_imuladés_' con fa
gonadotropirj’a, se presentd incremento en el peso del ovario "in'taclb (izquierdo).
Ante la estimutacion con PMSG el peso del utero _dismihuyé en el grupo con - |

seccion del nervio ovdrico izquierdo (Tabla XI).
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Tabla Xi: Media £ eem del peso de los ovarios y del Gtero (mg/100 g) de ratas
con seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD)
o de ambos nervios (SBNO), realizada en la etapa infantil (16 dias),
sacrificadas al estro vaginal espontdneo o tratadas a los 36 dias con 8 ui de
PMSG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Grupo Izquieg:lov ARTO Sl)erecho UTERO
SNOI 156 +23 227 £1.1b 16851 7.7
+PMSG 124416 26.2 +2.5b 1335 +9.5a
SNOD 19.4 1+ 2.1 11.1 £ 1.6b 1425+ 4.0
+PMSG 32.1+2.1a 13.8+0.7b 124.3 + 8.4
SBNO 21.9+22 13.9 + 1.6b 175.6 £15.6
+PMSG 286 +3.3 174+17b 1658+6.7

a, P<0.05 vs. grupo desnervado sin gonadotropmas (Prueba de ANDEVA, seguida
por Tukey). .

- b, P<0.05 vs. ovario izquierdo mismo grupo (Prueba de "t" Student).

Rﬂns;;;;esta del_animal gg_s__g_gr_yado on_la _etapa juvenil 4 estrmulado con
PMSG en la etaga gen’gubera o |

| En los animales con operacion: mmulada realczada a los 32 dias de

edad, la apertura vagmal se pfesenté aproximadamenle 10 duas después

(42.121.2 dias de edad) y el primer estro vagmal se presenté a los 43. 2+1.4 dias.

Al dia del estro el 65% de los ammaleb ovuld, de ellos el ovano 1zquaerdo liberd

3.5¢1.1 ovoc:tos y el derecho 3 61 2
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En las hembras con seccidon del nervio ovarico superior, la
estimulacion con PMSG no modificd |a tasa de animales ovulantes ni el numero
de ovacilos liberados, comparado al grupo desnervado sin tratamiente hormonal.
En tos grupos en los que se administrd la PMSG se siguid manteniendo que el
ovario desnervado presentd una cuota ovulatoria menor que el ovario inervado
(Tabla X1l). |

Tabla XIl: Tasa de animales ovulantes y media £ eem del nimero de ovocitos
{iberados en ratas con seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32
dias), sacrificadas al estro vaginal esponténeo o tratadas a los 36 dias con 8
ui de PMSG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Tasa de ovulantes Qvaocitos liberados

Grupo por el ovario | ~ por el ovario
lzquierdo Derecho lzquierdo Derecho
SNOI - 419 519 3.241.2 48107
+PMSG 216 6Ba___| 3,5 5.710.8
SNOD BT 4/6 66812 | 32413
+PMSG e | om 58412 | 1.2
SBNO -t 811 | 34108 | 38108
sPMSG | o | smo | 7.5:22 34413

a, P<0.05 vs. ovario izquierdo mismo grupo (Prueba de Fisher)

~ En las ratas en las que se realizd la seccion unilateral del nervio
ovarico superior, el ovario intat:to respondié al estimulo con la PMSG con

incrementd en el peso, mientras que la goénada desnervada no presentd esta
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respuesta. Con la seccion bilateral el ovario que aumenté de peso fue el

izquierdo. La administracion de PMSG no modificd el peso del utero, en

comparacion con aquellos sacrificados en el dia del primer esiro espontaneo

(Tabla XIH).

Tabla Xlil: Media + eem del peso de los ovarios y del dtero (mg/100 g) de
animales con seccion del nervio ovarico superior izquierdo {SNOJ), derecho
(SNOD) o de ambos nervios (SBNO} realizada en la etapa juvenil (32 dias),
sacrificadas al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con 8 ui de
PMSG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

OVARIOS

Grupo lzquierdo Derecho UTERO
SNOI 16.7£1.5 169+ 1.2 157.8 4 11.5
+PMSG 24.1+3.4 325%3.7" 169.5 + 9.6
SNOD 163+ 2.1 18.7+£2.9 1443 1 11.1
+PMSG 27.2 +3.9* 236 3.0 1676+ 16.3
SBNO 17.9+06 194 £1.5 151.9+7.0
+PMSG 30.7 +3.3" 249425 1526 + 8.4

*, P<0.05 vs. su grupo desnervado sin gonadotropinas, mismo ovario (Prueba de
ANDEVA seguida por Tukey). | |




Poblacion Folicular

Segun varios autores (McCormack y col, 1964; Ojeda y Urbanski,
1994; Villavicencio y col, 1993) en el animal de 36 dias de edad, el egje
hipotalamo-hipdfisis-ovario es capaz de respondar a los estimulos hormonales.
En esta etapa del desarrollo ya se han llevado a cabo muchos de los procesos
neuroendocrinos que van. a culminar con la primera ovulacion. Y dado que la
respuesta ovulatoria de los animales desnervados en la etapa infaniil y
estimulados_ con gonadotropinas fue semejante a o obsérvado en las
desnervadas en la etapa juvenil, se decidio realizar ef estudio de la poblacién

folicular sélo en los grupos operados a los 32 dias de edad.

En las hembras intactas, sacrificadas al primer ‘estro vaglnal
esponténeo el ovaruo izquierdo presenté 120.048.1 faltculos y 129 318 3enel
ovario derecho. En los grupos en los que se realizd la desnervacnon en la elapa
juvenil, el numero de fcliculos se encuentra dnsmlnuudo en ambos ovarios. La
eslnmulacnon con la PMSG no altero el numero total de foliculos medidos en el |

ovario |zqwerdo y derecho de estos ammales (Fig..11).
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Fig. 11.

sacrificadas al dia del primer estro vaginal

En la tabla XIV se presenta la relacién de estos foliculbs clasificados

catecolammérgwa la estlmulamén con la PMSG no modificé el numera de los

fohculos sanos ni atrésncos

of)

Media £ eam del numero total de foliculos medidos en ratas con
seccion del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de
ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacrificadas al
estro vaginal espontineo o tratadas a los 36 dias con 8 ui de PMSG ¥

- en sanos y atreswcos Como 56 observa en. los grupos €on desnervacuon




Tabla XIV: Media + eem del nimero de foliculos sanos o atrésicos de ratas
con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD} o
de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacrificadas
al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con 8 ui de PMSG vy

sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Grupo

Ovario lzquierdo

Qvario Derecho

Sanos Atrésicos Sanos Afrésicos
SNOI 30.044.2 14.342.6 31.2£3.3 14.3+2.2
+PMSG 20.0:9.6 20.718.6 25.0413.1 20.344.9
SNOD 32.945.7 14.7+3.1 24.8+4.2 13.842.1
+PMSG 19.7+3.8 12.7+2.3 21.7£0.7 16.014.0
S_ENO 38.8+5.6 14.742.9 30.21:3.1 13.942.2
+PMSG 32.743.3 240146 | 220150 18.714.3

Cuando se analizaron los resultados en funcion del didmetro de los

foliculos, se observé que en los animales con seccion unilateral o bilateral del

nervio ovarico superio_r la administracion de PMSG no estimulo el c_reci_miento‘de

los foliculos pequefios ni de Icsﬂgréndes en el ovario intacto o désnervado '(Fig.'

12).
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Foliculos con didmetro <350 um

vaginal espontaneo o tratadas a |

- al dia del primer estro vaginal.
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Fig. 12. Media  eem del.nimero de foliculos medidos en ratas con seccién
del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o ambos:
nervios (SBNO), realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacrificadas al estro

o0s 36 dias con 8 ui de PMSG y sacrificadas



Como se puede apreciar en la tabla XV, la estimulacion con PMSG
no aumento el nimero de foliculos sanos, comparado con el grupo desnervado y

sin tratamiento hormonal, sacrificados al dia del primer estro vaginal esponiéneo.

Tabla XV: Media t eern del nimero de foliculos sanos por rango, de ratas
con seccidn del nervio ovéarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacrificadas

al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 d:as con 8 ui de PMSG y

sacrificadas al dia del primer estro vaginal

Grupo Fotg:ulos Sanos porel Foliculos Sanos por el
<38 (;r_arlo Izqu:igdsc:] m <3(.;16ar.io. Dereci:;)sopm
SNOI . 26.943.9 4.141.0 27.8:29 | 40810
+PMSG 178484 | 23#15 | 20,0107 5.0£2.6
SNOD | 289153 | 48108 | 229139 | 31109
+PMSG 477150 | 20415 | 207:09 | 10106
SBNO 327447 68419 | 276431 | 3.4108
+PMSG 267124 | 60817 | 197837 | 23113

Los resultados de-este experimenlo' nos llevardn a ccnciuir que la

informacion catecolamlnerglca que transcurre por el nervno ovarlco supenor
modula de manera estlmulalorua los efectos que normalmente a]erce la PMSG
Esta aflrmaclon se basa en que no se observo |

- mcremento en el reclutamuento de Ios foliculos con dlametro menor a 350 pm.

- rescate de la atresna | |

- aumento en la cuota ovulatoria,

03



En apoyo a esla inlerpretacion se lienen los resultados de Grob
(1974} quien mostré que la desnervacion catecolaminérgica disminuye a
incorporacion de timidina marcada en los foliculos pequefios presentes en el

ovario desnervado.

El aumento de peso de |os ovarios en los grupos operados a los 32
dias de edad, estimulados con la gonadotropina, puede explicarse por la
duracién de la actividad bioldogica de la PMSG, como ha sido mostrado
préviamente (Villavicencio y col, 1993). |

En la rata intacta de 21, 24 6 27 dias de edad, la administracion de
PMSG provoca incremento del peso del utéro como respuesta al aumento en la
“sintesis de esteroides (Arakawa y col, 1989, Villavicénc_io y col, 1993). Esle efeclo
no lo observamos si la estimulacion con PMSG se realiza en la etapa peripuberal
(36 dias de edad), lo qué apoya el hecho de los efectos de la _PMSG'depe_nden de
la edad en la que se realice la administracion. En las he_mbraé con seccion uni o
bilateral del nervio ovarico superior rio se modifics el peso del .Qtéro_, _-é:'s__to pueds
ser considerado como un indicador bioldgico 'dé'que no hubo-car_hbibs drésticos .
en el proceso de estefoidogénesﬁis; 'Ag_ua_d_o_y Ojeda (1 9843).‘inostrar§r_i_ que la }
~seccidn bilateral déll.nervio 6véri¢q.pr.ovoca'una_ caida en Ié cbnt:énﬁfa’ciéndé i
~ estrégenos y progestemna en plasma dUr_anle:los prim‘e:ré's 24‘ﬁviih.'vqué dura el

estudio, sin embargo desconocemos si se mantiene o no esta disminucién.
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Efectos de la estimulacidon por fa administracion de hCG en animales
preptberes con seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior

En el experimento anlerior s& mostro que en {os animales con
seccion unilateral del nervio ovarico superiar, la estimulacion con PMSG praovocd
aumento en el peso del ovario intacto, aunque la ovulacion en el ovario
desnervado sigue siendo muy escasa a pesar de que existen foliculos grandes (>
350 yum) que podrian responder al estimulo enddgeno de la LH y de esta manera
lograr que el ovario desnervado ovule normalmente. Estos resultados nos llevaron
a pensar que al eliminar la inervacion catecolaminergica que transcurre por el
nervio ovarico superior, disminuye la respuesta del foliculo preovulatorio a la LH.
Para probar esta hipotesis partimos del hecho de que si se administra hCG, la
cual tiene el mismo efecto que la LH, se reméde_el "pico preovula_torio" que

estimula la ruptura del foliculo, lo que da como respuesta final la ovulacién,

Sistema Nervioso __________
Central

GnRH
Hiptﬁfisis “ .
| FsH,LH |
hCG_{t), Gohadas : o | (+)

9

" Estrogenos, progesterona

‘} .. .
Ovulacion
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El modelo experimental para responder esle planteo fue el siguiente:
Ratas en la etapa infantil (16 dias de edad) o juvenil (32 dias) se les
realizd la seccidn del nervio ovarico superior izquierdo, derscho ¢ de ambos
nervios. Entre las 09:00 y las 11:00 del dia 36 de edad los animales de los
diferentes tratamientos fueron inyectados o no con 10 ui de hCG y se sacrificaron
en la manana del dia del primer estro vaginal (Fig. 13). Los resultados obtenidos

fueron los siguientes.

Ratas hembra de ia cepa Cll-2V

A los 16 dias ¢ 32 dias |
(Etapa infantil) l ~ (Etapa juvenil)

SNO/I | 'SNOD  SBNO |
- 3 |
Sacrificadas al | - | 36 dias
primer estro vaginal o
espontaneo | o R
10 ui de hCG™

v

Sacrificadas al primer
- estro vaginal

Fig. 13. Esq_uenia,del método utilizado para la estimulacién con hCG.
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Resultados

Efectos de la estimulacion por la administracion de hCG en animales
preptiberes con seccidn unilateral o bilateral del nervio ovarico superior

£n los animales intactos estimulados con hCG el primer estro
vaginal se presenté 72 horas posteriores a la administracion de la hormona. No se
modificd ni la proporcion de animales ovulantes ni el peso de los ovarios. Se
observd un incremento por el numero de ovocitos liberados por ambos ovarios,

pero solo fue estadisticamente significativo para el ovario izquierdao (Tabla XVI).

Tabla XVI.- Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho,
mediat eem del nimero de ovocitos liberados y del peso de los ovarios
(mg/100 g) de animales sin hormonas o tratados a los 36 dias de edad con
10 ui de hCG, sacrificados al dia del primer estro vaginal.

Grupo | Tasa de ovulantes | Ovocitos Iiber_adcjé  Ovarios

Sin hormonas - o

Ovario izquierdo |  12/20 35404  17.2408
Ovario derecho 13120 - 35105 7407
+hCG - R
Ovario izquierdo 6/7 | 57:08 | 184#14 |
Ovario derecho | 5409 | 19.1:22

*P<0,05vs el grupo sin gonadotropinas, mnsmo ovarlo (Prueba de KruskahWths
_ segutda por la U de Mann-Whitney). - ,

En los animales intactos, la admlmslracmn de hCG provoco en
‘ambos ovarios dlsmmucuon en el numaro de fol:cuios con un dlémetno <350 pm

sanos y atrésicos (Tabla XVII).
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Tabla XVIl. Media teem del numero de foliculos sanos o atrésicos, de
animales sin tratamiento o tratados a los 36 dias de edad con 10 ui de hCG,
sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Grupo Ovario lzquierdo - Ovario Derecho
<350 >350 pm <350 >350 um

Sin hormonas

Sanos 68.0+£3.3 5.0£2.0 77.546.6 58%1.5

Atrésicos 36.545.0 11.0£2.4 35.0£4 1 12.814.2

+hCG |

Sanos 35.342.2* 10.313.3 44.7+4 4* 8.3+2.2

Atrésicos 9.7+3.8* 7.642.9 9.0+1.5* 5.7+0.9

*, P<0.05 vs grupo intacto, mismo ovario y didmetro (prueba de "1" de Student).

Respuesta del animal desnervado en _Ia efapa infantil y e_stimu’lada con hCGi

en la etapa peripuberal,

En los animales en los que se corté el nervio ov_éric_o iiq'gierqO 0.
ambos nervios, el tratamiento con hCG no incrementd la tas:é'_-.de’ aniniales
ovulantes. En tanto que con la seccién del nervio derecho, el bv_'arilb désnérvaddvy |
‘el inervado presentaron disminucion en 'la_pmpbrt:ién, _de animales 69_vanlaritves‘.‘ En

los grupos con seccion unilateral el nimero de ovocitos liberados siguié bajo atn

después de la estimulacion con hCG, mientras que en los “desnervados

bilateramente, el ovario derecho presentd un aumento en la cuota ovulatoria

(Tabla XVill).
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Tabla XVIll : Tasa de animales ovulantes y media * eem del niumero de
ovocitos liberados en ratas con seccidn del nervio ovéarico superior
izquierdo (SNOQI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNQO) realizada en
la etapa infantil (16 dias), sacrificadas al estro vaginal espontaneo o tratadas
alos 36 dias con 10 ui de hCG y sacrificadas al dia det primer estro vaginal.

Grupo Tasa de ovulargtes Ovocitos liberafdos
por el Qvario por el Ovario
lzquierdo Derecho lzquierdo Derecho
SNOM 2/10 5110 3,4 6.0£1.4
+hCG 313, 513 2.0x1.1 56+1.5
SNOD 8/8 318 6.5:0.8 1509 a
+hCG 312+ 012 8.0£0.0 cero
SBNO 3B 28 3.541.3 4,6
+hCG ar 517 35416 | 6.2+1.8

*, P<0.05 vs grupo desnervado y sin gonadotropinas (Prueba de Fisher)
a, P<0.05 vs ovario izquierdo mismo grupo (Prueba de "t" Student).

La seccion unilateral del nervio ovdrico 'provogzc’) 'dism_inuciérm
significativa del peso del ovario desnervado. En los. énimales_ qu_é_ se' bqrté_ron-
ambos nervios esta disminu_cién solo se'presehté e:r__l él _ovarid de_fec-:'ho',- En'eli
grupo con seccion del nervio ovarico dereChQ la 'administragién hCGﬁnCréh‘néhté |
el peso del ovario intacto, mientras que en las hembras con seccion '_c'ie'vamb'o's
nervios el aumento séobServé en e!-ovarioderech’o._' El peé'b'del "ﬁlero':;v vévévlcv)
diSminuyé.ante el tratamiento (idn hCG en el gfupo 'covnv setciéli'del "Vnervvio*‘

izquierdo (Tabla XiX).
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Tabla XIX: Media £ eem del peso de los ovarios y del Gtero {mg/100 g) de
ratas con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o de ambos nervios (SBNQ) realizada en la etapa infantil (16 dias),
sacrificadas al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con 10 ui de
hCG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Grupo Izquie?dc:l AR %e?echa UTERO
SNOI 15.6 +2.3 22.7 +1.1a 168.5 7.7
+hCG 149+ 1.5 23.112.2a 137.7 £ 11.6"
SNOD 194£21 11.1 +1.6a 142.5 £ 4.0
+hCG 28.9 + 3.6 14.5 4 .62 166.1 9.2
SBNO 21.94£22 13.91 162 175.6 +15.6
+hCG | 220147 24641 146.2+7.5

* P<0.05 vs. grupo desnervado sin gonadotropinas (Prueba de ANDEVA seguida
por Tukey). _

a, P<0.05vs. ovario izquierdo, mismo grupo (Prueba de "t" Student).

Respuesta del animal desnervado en 1a etapa mveml vV est:mulado con hCG '
enla etaga gerigubera

En los ammales en los que 50 reahzo fa desnervacnén en Ia etapa B

1uvem| y se trataron con hCG no se observaron modnfncacnones en la tasa de'

- amm_ales ovula_ntes por _eI ovano_az_quaerdo 0 derecho. excepto con la secclén del

nervio ovdrico izquierdo en donde el ovario desnervado no ovulé, E! nimero de

| ovocitcis liberados no se alteré por la administracion de la hCG en ninguno de los

grupos ya que al ovarlo desnervado suguao presentando un numero reducldo de

ovocutos (Tabla XX).
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Tabla XX: Tasa de animales ovulantes y media * eem del namero de ovocitos
liberados en ratas con seccion del nervio ovarico superior izquierdo {SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNQ) realizada en la etapa juvenil (32
dias), sacrificadas al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con
10 ui de hCG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

rrvin: ety onr LA

G Tasa de Ovulantes Ovocitos liberados
rupo _ ) .
por el ovario por el ovario
Izquierdo Derecho lzquierdo Derecho
SNOI 4/9 59 3.21+1.2 4.8+0.7
+hCG 07 | Sifa ~cero 6.0£0.5
SNOD 5/6 416 6.6+1.2 3.241.3
+hCG 6/8 218 6.040.3 4,4
SBNO 8/11 8111 | 3.4109 3.8:0.8
H+hCG | 5011 B 3.941.3 13.240.9

a, P<0.05 vs. ovario izquierdo mismo grupo (Prueba de F isher)

Cuando se cortd el nervio ‘ovarico 'superior: izqt’_tier,do; y se les
administré hCG cuatro dlas después de la cirugia ol OVario ‘intacfd preséﬁté un
aumento de peso, mcremenlo que tamblen se presento en el ovarlo |zqmesdo del |
grupo con seccion bllateral El peso del utero no presento cambios por Ia

admlmstrac:lén de |a hormona (Tabia XXI)
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Tabla XXI: Media & eem del peso de los ovarios y del atero (mg/100 g) de
animales con seccion del nervio ovdrico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o de ambos nervios (SBNQO) realizada en la etapa juvenil (32 dias),
sacrificadas al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con 10 ui de
hCG y sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Grupo : Izquigrdvo e Ol);recho Utero
SNOI 16.7 £ 1.5 169+1.2 1578+ 115
+hCG 220+26 282+ 16" 140.8 + 9.2
SNQD 16.3 £ 2.1 187 £2.9 1443 £11.1
+hCG 22.3+£1.2 204 +1.9 - 138.4 + 4.1
SBNO 179+ 06 .19.4 £15 151970
+hCG | . 282+33* 269+29 | 1481168

* P<0.05 vs. su grupo desnervado sin gonadolroplna mismn ~avario (Prueba de
ANDEVA seguida por Tukey). .

Poblacién Folicular |

En las hembras con 5eceion de! nerwo ovar:co szqmerdo y
estlmuladas con hCG el numero total de fohculos medxdos en eI ovano*
desnervado dlsmmuyé SIgnlflcatlvamenle y no se modlflcé en Ia gonada mervada
Mlentras que con la secuon del nerwo derecho el ovarlo mtacto presentov :
aumento del nimero de fohculos en respuesta al esumulo con Ia hCG La seccnon :

btlateral no mod1f|c6 este parametro (Fug 14)
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ol \\1144.3 511250 + 7.¢|47.6 + 8.369.5 + 5.5/54.6 + 8.9/61.0 + 7.0
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% PO.05 vs. su grupo sin hCG, mismo ovario

Fig. 14 Media t eem del ndmero total de fol!culos medidos en ratas con
seccién del nervio ovarico superior lzquierdo (SNOI), derecho (SNGD) o
ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dlas), sacrificadas al
estro vaginal espontineo o tratadas a los 36 dlas con 10 ui de hCG y
sa(.riﬁcadas al dia del pnmer estro vagmal :

En las ratas con seccién del nervio ovarico izquierdo, la.
administracion de hCG disminuyd el numerovde foliculos atrésicos en el ovario

desnervado, sin cambios en la gonada |ntacta Con la secc:én de! nerwo derecho

la hCG provoco aumento del numero de fohculos sanos en el ovarto lntaclo sin_

camblos en- el desnervado Con la seccnén ba!ateral no hubo cambros por la

estlmulacmn con hCG (Tabla XXIl)
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Tabla XXII: Media £ eem del nimero de foliculos sanos o atrésicos de ratas
con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI1), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacrificadas
al estro vaginal espontaneo o tratadas a los 36 dias con 10 ui de hCG y
sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

wgmpo Qvario lzquierdo ' Ovario Derecho . T
Sanos Atrésicos Sanos Atrésicos
SNOI 30.0¢4.2 14.3+2.6 31.2¢33 14.342.2
+hCG 21.0£4.1 4.0£2.0* 295+ 4.5 11.0¢4.5
SNOD 32.95.7 14.743.1 24.8+4.2 13.842.1
+hCG 54,540 5* 150460 | 245$1.0 14.5¢15
SBNO 1388456 14.742.9 30.2+3.1 13.952.2
+hCG 43.018.0 18.021.0 | 34011 5 | 10.543.5

*, P<0.05 vs. grupo desnervado s:n gonadotropina (Prueba de ANDEVA segunda
por Tukey). _

Si se analizan los resultados en funcmn de! tamano de los foliculos
se observa que en las hembras en las que se corté el nervlo ovanco izqulerdo el .
numero de follculos grandes (>350 {m) dtsmtnuyé ssgmf&catwamente €en el ovarm" |
desnervado y no se altero en la gonada mtacta En las ratas a Ias que se B
~ seccioné el nervio ovarico derecho, el numero de fqllculo‘sv grandes mcrem__em;j‘.
tanto en el ovario desnervado lcomo env‘éltiint:aét‘o.v Con la seccién de ambos
nervios la hCG no provacd cambios en Iavpoblacivéh de ios foliculos. En ninguno
de los grupos experimentéles’se int;dificé el' ntmero dé los folibdospéq&eﬁbs
(Fig. 15). |
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- %P, 05 V8. SU grupo s!n hCG mlsmo ovarlo -

Fig. 185. Media + eem del numero de foliculos. medidos en ratas con seccnén
del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho’ (SNOD) o de ambos‘
~ nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), sacriﬁcadas al estro

‘vaginal espontaneo o tratadas alos 36 dias con 10 ul de hCG y sacnﬁcadas 4
- al dia del primer estro vaginal, :

75



Cuando a los foliculos sanos se les distribuyd por rango se observo
que en las hembras con seccion del nervio ovarico derecho, la estimulacion con
hCG incrementd significativamente el nimero de foliculos pequefios y grandes en
el ovario intacto, mientras que en los atros grupos no se presentaron diferencias

por el tratamiento hormonal (Tabla XXIl).

Tabla XXIll: Media £ eem del nimero de foliculos sanos por rango, de ratas
con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNO!), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) realizada en {a etapa juvenil (32 dias), sacrificadas
al estro vaginal espontdneo o tratadas a los 36 dias con 10 ui de hCG y
sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

I

Grupo | Foliculos Sanos por Foliculos Sanoé por
| Ovario lzquierdo Ovario Derecho

! <350 >350 pm - <350 >350pm
SNOI ©269$39 | 41#10 | 278429 |  4.0%1.0
+hCG | 185435 | 16105 | 210170 | 85825
SNOD 289153 | 48108 220839 | 31109
CG | 41081.0° | 135415 | 170810 | 75825
SBNO | 327447 | 68#19 | 276s31 | 34108
4G | 3070 | eo#10 | -"320120, 25105

*, P<0.05 vs grupo desnervado sin gonadotrcpma mismo' avario (Prueba de
ANDEVA segunda por Tukey).

Los resultados de este‘experimehto pérmitén sUge‘rvir‘ qug a’ly igual
que para la PMSG S€ requuere la mtegndad de la mformacnon neural provementei
del nerwo ovénco supenor para que las génadas respondan al estimulo con la |
hCG. En el caso de qundr la mformacuon orlgmada por el nerwo ovaﬂco derecho

ia gonada intacta es capaz de responder alahCG con un aumento en el numero .
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de foliculos sanos, tanto pequerios como grandes pero que no fueron capaces de
ovular, debido probablemente a que se requirio la estimulacion previa con la FSH.
Mientras que cuando se secciona el nervio ovarico izquierdo, la gdnada intacta no
presenta alteraciones en nimero de foliculos y en la desnervada se observa una
disminucion del nimero total de foliculos medibles. Esta respuesta diferencial nos
llevan a plantear, que probablemente la informacion intrinseca de los ovarios es
diferente (Dominguez y col, 1989), o bien a que la informacion que transcurre por
el nervio ovarico izquierdo es diferente a la dei derecho, tal y como fue planteado
previamente (Klein y Burden, 1988a). |

En la rata de 30 dias de edad la administracion de hCG provoca
aumento en el pesb del Gtero (Villavicencio, 1991). Dado que este efeclo no se
presentd cuando el ovario se'encontré desnervado .a'ntes, del estimulo hormonal,
se puede sugerir que la esteroidogénesis Se modiﬁcd'en respuesta a la falta de

informacidn catecolaminérgica.

Efectos de la estimulaclén del creclmiento y madurac!én follcular por la
administracién secuencial de PMSG-hCG en animales prepuberes con
seccion unilateral o bllateral del newlo ovérlco superlor | |

Del experlmento anterlor se desprende que en las hembras con
seccuon del nervio ovénco derecho tanlo el ovano desner\fado como el mtacto. '
- mostraron un mcremento sngnlflcatwo del numero de foliculos grandes (>350 pm )

de dtémetro) El hecho de que Iaadm:mstracuon de PMSG o de hCG no

restablece Ia cuota ovulatorua ni el numero de foliculos por parte de Ia gonada‘ o

desnervada nos llevaron a plantear que poslblemente !a alteracaon no se
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encuentra a nivel del sistema nervioso (sintesis de FSH y LH) sino que la
alteracion se encuentra en el propio ovario. Para analizar esta posibilidad se
utitizé el modelo de administracion secuencial de las gonadotropinas

(PMSG+hCG) y de esta manera actuar directamente en el ovario.

Sistema Nervioso
Central

GnRH

Hipofisis

. T N

PMSG_(+), Gonadas | )

v ' '
Crecimiento y desarrollo del foliculo

"
hCG (+) ovulacion—-

- Con base én_ las premisas anteriofesﬂ_se’ planted el siguiente m'qdeio
expenmen!al . o |
| ~ Ratas en la etapa mfantll (16 dias de edad) 0 Juveml (32 dlas) fueron’ |

- sometldas a desnervamén noradrenerglca por la . seccuén de! nerwo ovanco'

super:or lzqwerdo derecho 0 de ambos nervios Entre Ias 09:00'y las 11.00 h del .

dia 36 de edad los ammales de los dnferentes tratamtentos fueron myectados o no.'._ SR

“con B-w de PMSG, 56 horasdespués se administré. 10 i de hCG y se
sacnflcaron en la manana del dla del prlmer estro vaglnal (F ig 16) Los resultados |

obtemdos fueron Ios slgu:entes ’
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Ratas hembra de Ia cepa Cli-ZV

A los 16 dlas o) 32 dias
(Etapa infantil) l (Etapa juvenil)
SNOI SNOD SBNQ
|
Sacrificadas al 36 dlas
primer estro vaginal
espontaneo
8 ui de PMSG
&6611
10 ui de hCG

!

Sacrificadas al primer
estro vaginal

Fig. 16. Esquema del méto’do'utilizado para l'aféstimuiacién"sécuencial' con
PMSG-hCG. e i A
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Resultados

Efectos de la estimulacion del crecimiento y la maduracion folicular por la
administracién secuencial de PMSG-hCG en animales prepaberes con
seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior.

En los animales tratados a los 36 dias de edad con PMSG-hCG, la
apertura vaginal se presentd alrededor de las 20 horas posteriores a la
administracion de la hCG, en todos los casos el frbtis vaginal correspondié a un
estro.

En las ratas estimuladas con PMSG-hCG, el 75% de los ovarios
izquierdos ovulod y el 87.5% lo hizo por el ovario derecho. El nimero de ovocitos
liberados por cada ovario fue semejante al grupo sin tratamientdbhcrmonal,
sacrificados al dié del primer estro \)aginal espontanec. El nimero total de
ovocitos fue significativamente. mayor en los animales tratados con PMS‘G- hCG
(9.940.8; 6.8£0.5, P<0.05). El peso de los ovarios presento un incremento

significativo por el tratamlento hormonal (1 abla XXIV)

EI peso del utero de los tratados con PMSG hCG fue- menor al'_

'observado en los anlmale sin tratamtento hormonal (127 o:t4 9 vs 163. 5 -_4:5 2

P<0.05) y en mnguno de los casos se observo utero dlstendldo

il



Tahla XXIV.- Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo y derecho,
mediat eem del numero de ovocitos liberados y del peso de los ovarios
(mg/100 g) de animales sin tratamiento o tratados a los 36 dias de edad con
8 ui de PMSG y 56 horas después con 10 ui de hCG, sacrificados al dia del
primer estro vaginal.

Grupo Tasa de ovulantes | Ovocitos liberados | Peso de ovarios
Sin tratamiento

QOvario izquierdo 12120 3.54£0.4 17.210.8
Qvario derecho 13/20 3.56£0.5 17.440.7
+PMSG-hCG | |
Ovario izquierdo - 6/8 44411 - 24.311.3*
Ovario derecho 78 55108 . 23.641.3*

-+ P<0,05 vs. el grupo sin hormanas, mismo ovario (Pruebade  "t" Student).

Respuesta del animal desnervado enla etapa mfantsl y estlmulado con
PMSG- hCG en la etapa penpuberal

En los ammales desnervados tratados con PMSG hCG el pnmer |

estro vaginal se presenté aproxlmadamente 20 horas después de la

administracion de la hCG que comcndm con la apertura vagznal

En {os animales con seccién del nervio ovarico izquierdo o de ambos

nervios y.estimu_l_adds con PMSG-hCG, fa tasa devani‘malesvovulantes fue

semejante a la del grupo sin gonadotropinas, Mientras que con la éécciéh del

'nervuo ovarico derecho tratados con gonadotropmas la proporcnon de ammalos

ovulantes dt.,mlnuyo en ambos ovario.
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En los grupos sin tratamiento hormonal, el ovario desnervado
presentd un numero de ovocitos menor comparado al ovario inervado. La
estimulacion con PMSG-hCG no modifico la cuola ovulatoria en el ovario
desnervado ni en el intacto (Tabla XXV). De igual manera, en el grupo _con
seccion bilateral el tratamiento con las gonadotropinas no modifico la resp&esta

observada en los animales sacrificados al dia del estro vaginal espontaneo (Tabla

XXV).

Tabla XXV : Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho y
media + eem del namero de ovocitos liberados en ratas con seccion del
nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos
nervios {SBNO) realizada en la etapa infantil (16 dias), inyectadas o no alos
36 dias con 8 ul de PMSG 56 horas después 10 ui de hCGy sacnﬁcadas al
estro vaginal. .

G Tasa cle ovulantes Ovogitos liberados
rupo . | A
porelovario | - por el avario
lzquierdo Derecho lzquierdo  Derecho -

SNOI - | 250 5110 . 3.4 6.0£1.4
+PMSG-hCG 118 e68a | 6 | 90106
SNOD N ¥ | 65:08 | 15:09a |

jsPMsghce | 38+ 08 * 60:21 | cero |
SBNO s 2 '35.{13 46
«PMSG-hCG | 4w | @@ 48417 34820

* P<0.05 vs. grupo desnervado sin gonadotropmas (Prueba de Fisher).
a P<0.05 vs. ovario :zqunerdo mismo grupo (Prueba de "t" Student)

En los animales con seccion del nervio ovarico izquierdo

estimulados con PMSG-hCG, él, ovario 'desnervadd (izquierda) y el intacto |
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(derecho) incrementaron significativamente su peso. Sin embargo, el ovario
intacto presenta un incremento mayor comparado con el desnervado. En los
animales con seccion del nervio ovarico derecho, el tratamiento secuencial con
gonadotropinas no modificé el peso de ambos ovarios, mientras que con la
seccion bilateral el ovaric derecho presentd un incremento ante la estimulacion

hormonal (Tabla XXVI).

En los animales con desnervacion el peso del (tero no se modificd

por la administracion de la PMSG-hCG (Tabla XXVI).

Tabla XXVI: Media + eem del peso de los ovarios y d_e_l_'-att__arb (gngl10_0 q) de |
ratas con seccién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho

{(SNOD) o de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa infantil (16 dias),
inyectadas o no a los 36 dias con 8 ui de PMSG, 56 horas después 10 ui de
hCGy sacnt‘cadas al dia del estro vaginal, .

Grupo ‘Ovarios | ﬂtemv :

o o lzquierdo =~ Derecho , :
sNnOL 156 £2.3 S 27#11a | 1685:7.7
+PMSG-hCG 262428 |  349+10% | 1438464
SNOD | 194521 114:16a | 1425540
+PMSG-hCG | 238%19 |  17.2%26 134.247.4
SBNO | 2195:22' 139%16a | “17565:'156”

1 +PMSG-hCG 288158 | 246£25° | 1355:6.8

* P<0.05 vs. grupo desnervado sin gonadotroplnas (Prueba de ANDEVA segurdo
por Tukey).
a, P<0.05vs. ovano |zquu.,rdo mismo grupo (Prueba de e btudent)

33



Respuesta del animal desnervado en la etapa juvenil y estimulado con
PMSG-hCG en la etapa peripuberal.

En los grupos con seccion del nervio ovdrico izquierdo o de ambos
nervios, el tratamiento con PMSG-hCG no madifico |1a tasa de animales ovulantes,
en tanto que en los animales con seccidn del nervio ovarico derecho, el ovario
desnervado no ovuld, mientras que el avario intacto presento superovulacion. En
el grupo con seccion del nervio ovarico izquierdo, la gonada intacta presentd
aumento en el numero de ovocitos hberadcs por estimulo secuencial con las

gonadotropinas (Tabla XXV}

Tabla XXVil: Tasa de animales ovulantes y media £ eem del nimero de
ovocitos liberados en ratas con seccion del nervio ovarico superior
izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO) realizada en la
etapa juvenil (32 dias), inyectadas o no a los 36 dias con '8 ui-de PMSG, 56
horas después 10 uide hCG y sacrlflcadas ai estm vagmal |

Grupu | Ovulante_s porovario Q\:qcités pbr ovario

- zquierdo Derecho - Izquierdo . Derecho
snoi | 4am | - " 3;23.-'1';2"  ,‘,vvv‘.:‘,-Bfo.?
.+PMSG hCG ag | es | 25#2 | ?;2fo.7-cd'- :
SNOD 56 4s | e6#12 | 32413
+PMSGHCG | &1 | OMtab | 143:26c |  cero
SBNO | &1 | et | 34109 | 38108
+PMSG-hCG 710 ~o2ob | sex17 | 7.6

a, P<0.05 vs, grupo desnewado sin gonadotropmas (Prueba de F isher)
b, P<0.05 vs. ovario izquierdo mismo grupo (Prueba de Fasher)

¢, P<0.05 vs grupo sin gonadotropmas (Prueba de Kruskal Wallis)..

d, P<0.05 vs, ovano izquierdo, mismo grupo (Prueba de Kruskal Wallls)




Despues del tratamiento con PMSG-hCG en los animales con
seccién del nervio ovérico izquierdo 0 de ambos nervios, se observo incremento
en el peso de ambos ovarios, mientras que en aquellos con seccion del nervio
ovarico derecho, solo el ovario intacto fue el que 'in'crement() su masa. E| peso del
utero no se modificd por el tratamiento hormonal en ninguno de los grupos

desnervados (Tabla XXVIII).

Tabla XXVIi: Media t eem del peso de los ovarios y del utero (mg/100 g) de
animales con seccidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
{SNOD) o de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias),
inyectadas o no a los 36 dias con 8 ui de PMSG, 56 horas después 10 ui de
hCG y sacrificadas al estro vaginal.

Grupo Izquigrdg _a ' .l .Onesréchb ' -U'TER.O'
sSNOI 16.7_&_1.5. -1'_6.951'.2' | | 157ﬁ_8'¢_11'.5
+PMSG-hCG - 26.1 +3.6* 31.8+25 | '12'2;8':};_11'.1.
SNOD 163£21 | 18728 | 1443¢114 |
+PMSG-hCG 385+£31* | 331465 | 128782
SBNO' | 17908 | '19'43 15 | 151 9'470"--
PMSGHCG | 336157 | 71 270:::17* - 134.0£5.2

*, P<0.05 vs. su grupo desnervado sin gonadoiroplnas m:smo ovario (Prueba de o

ANDEVA seguida por Tukey).
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Poblacion Folicular

La estimulacion con PMSG-hCG en los animales desnervados no
modificé el numero total de foliculos medidos comparado con los grupos
desnervados sin tratamiento hormonal, sacrificados al dia de! primer estro vaginal

espontaneo (Fig. 17).

80O
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o032
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"8NOI |PMs@-nca| SNOD [PMsa-hca| SBNO |pmBa-hcal

ol 443151403+ 13/47.6£8.3523+ 11546+ 89706+ 7.8]
op B¥45.4 +4.5/44.7 £+ 8.6/38.6 £6.0/43.3 £ 12144,1 £ 4.4/52.0 + 8.5|

Fig. 17. Media * eem del niimero total de foliculos medidos en ratas con
seccion del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho {SNOD) o de -
ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), inyectadas o -
no a los 36 dias con 8 ui de PMSG, 56 horas después 10 ui de hCG y

sacrificadas al estro vaginat. AR T o
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En los animales intactos sacrificados en el dia del primer estro
vaginal, el 60% de los foliculos medidos fueron sanos y el restante fueron
atrésicos. Estos porcentajes no se maodificaron por la seccion unilateral o bilateral
del nervio ovarico superior.

l.a estimulacion con PMSG-hCG en los grupos con seccion
unilateral , no alterd el numero de foliculos sanos o atresicos en el ovario
desnervado, ni en el intacto. En tanto que, con la seccion bilateral se incrementd

el numero de foliculos atrésicos del ovario izquierdo (Tabla XXIX).

Tabla XXIX: Media £ eem del nimero de foliculos sanos o atrésicos de ratas
con seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) en la etapa juvenil (32 dias), inyectadas o no a los
36 dias con 8 ui de PMSG, 66 horas después 10 ui de hCG y sacrificadas al
estro vaginal.

Grupo éOvario-lquierd_o ’ Ovario Derecho -
anos Atrésicos Sanos Atrésicos
snol 30.0:42 | 143826 | 312633 | 143122
+PMSG- hCG 20.347.6 19,71_6_.7 | 260$£50 187444
SNOD 32.945.7 14743 1 24.844.2 | 1’3;5;;2.1
+PMSG-hCG 313184 | 21.0459 27.749.0 15;‘&3.3’ |
SBNO 38.8156 | 14, 742.9 30, 2431 139822
+PMSG-hCG 470476 | 23703% | 347452 | 17.3143

¥, P<0.05 vs. grupo desnervado sin hormonas (Prueba de ANDEVA segu:da po:
Tukey) :

El numero de 'fe;‘)lkiculo's pedueﬁo’s y'grandes :q"ue presentaron el
ovario izquierdo y derecho fue semejante, ihdependiehtemente' del"nervirb‘ |
' seccuonado La estlmulamén can PMSG hCG no modmco ia poblauon de estos

fohculos en ninguno de los grupos anahz.ados (Fig. 18)
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ol 95£17 |70£2.6(95+3.1[143£5.3112£1.0163+34|
op BX(954+£14(97207|60£14163+14 694+ 0.8113:7 + 4.4

- Fig. 18. Media  eem del nimero de foliculos medidos en ratas con seccién
del nervio ovérico superior izquierdo (SNOQI), derecho (SNOD) o de ambos

nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), inyectadas ono alos =
- 36 dias con 8 ui de PMSG, 56 horas después 10 ui de hCG y sacrificadas al
estro vaginal. . o
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En los animales con seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico
superior, no se madificd el nimero de faliculos sanos tanto en el ovario izquierdo

como en el derecho (Tabla XXX).

Tabla XXX: Media + eem del namero de foliculos sanos por rango, de ratas
con seccidén del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) realizada en la etapa juvenil (32 dias), inyectadas
o no a los 36 dias con 8 ui de PMSG, 56 horas después 10 ui de hCG y
sacrificadas al estro vaginal,

Grupo Fglicu.los S_anps por Folicul‘os Sanos por
: vario lzquierdo Ovario Derecho A
<350 >350pm <350 >350 pm

SNOI 26.943.9 4,1£1.0 27.8+2.9 - 4.011.0

+hCG 18.718.6 1.711.2 23.045.5 3.0:0.6

SNOD 28.945.3 4.8+0.8 22.94+3.9 3.1£0.9
+hCG 27.048.5 4.310.3 26.048.9 1703
SBNO 32'.7&4’._7 | 6.8+1.9 27.643.1 34108
+hCG 40.345.3 6.742.6 200436 | 57821

Dado que en los animales en los que se realizo la seccion del nervio -
ovérico derecho en la etapa juvenil, y se estimularon con PMSG-hCG se observo

una superovulacion por parte del ovario intacto '(izquié‘rvdov),v y que éste efecto no

~se presentd cuando se secciond el nervio ovérico izquierdo, se pensd que

probablemente en este Gltimo grupo no se dié una superovulacion porque los

foliculos alcanzaron un tamafio preovulatorio antes de las 72 horas por lo que
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pudieran haber ovulado antes. Para probar esta hipotesis se planted el siguiente

experimento.

A ratas de 32 dias de edad se les practicd la seccidn unilateral de!
nervio ovarico superior. Cuatro dias posteriores a la cirugia se les aplicd 8 u.i de
PMSG y 48 h después 10 u.i de hCG. Los animales fueron sacrificados en la

manana del dia del primer estro vaginal (Fig. 19), con {os siguientes resultados.

Ratas hembra de la cepa Cli-ZV
a los 32 dias de edad (Etapa juvenil)

SNOI . SNOD
lasdias -

8 ui PMSG-2L-10 ui heG

Sacri,f'vit:adavs, al primer
- estro vaginal

Fig. 19. Modelo experimental de la administracion secuencial de PMSG-eh:CG: |
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En los animales en los que se realizd la desnervacion unilateral, el
ovario desnervado no respondié al estimulo con PMSG-hCG. En los que se
elimind el nervio ovérico derecho, el ovario intacto (izquierdo) respondié con un
aumento en el numero de ovocitos liberados al dia del estro, efecto que no se

presentd cuando el nervio seccionado es el izquierdo (Tabla XXXI).

Tabla XXX{: Tasa de animales ovulantes y media + eem del nimero de
ovocitos liberados de animales con seccién del nervio ovérico superior
izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) realizada en la. etapa juvenil (32 dias),
inyectadas o no a los 36 dias con 8 ui de PMSG, 48 horas después 10 ui de
hCG vy sacrificadas al estro vaginal.

G Tasa de ovulantes Qvocitos liberados M
rupo o .
por el ovario - por el ovario

_ ' lzquierdo Der_ec:ho izquierdo Derecho_
SNOI a9 L 59 32412 | 48107
+PMSG-hCG | 117 " 3 57:02
SNOD 506 - 48] 66112 f 32&:13 |
+PMSG-hCG 56 | osa | 94102b | cero.

a, P<0.05 vs, grupo desnervado sin gonadotropinas (Prueba de Fisher).
b, P<0.05 vs. grupo desnervado sin gonadotropinas (Prueba de Kruskai-Walhs
seguida por la U de Mann-Whutney) _
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En los animales con seccion del nervio ovarico izquierdo vy
estimulados con PMSG-hCG incremento el peso de los ovarioé, Mientras que, con
la seccion del nervio ovarico derecho el incremento se presentd sélo en el ovario
intacto {derecho). En los dos grupos de ratas desnervadas se abservo

disminucion en el peso del ttero por efecto de la PMSG-hCG (Tabla XXXH).

Tabta XXXIl: Media £ eem del peso de los ovarios y del utero de (mg/100 g)
animales con seccidn del nervio ovérico superior izquierdo (S8NOI} o derecho
(SNOD) realizada en la etapa juveni! (32 dias), inyectadas o no a los 36 dias
con 8 ui de PMSG, 48 horas después 10 ui de hCG y sacrificadas al estro
vaginal. ‘ :

Grupo O VAR l__O_ S  Utero
lzquierdo Derecho . o
SNOF 16.741.5 16.9+1.2  157.84115
+PMSG-hCG 2544250 2655¢1.00 | 1226£75*
SNOD 6321 | 18729 | 1443:114
PMSG-hCG | 200833 | 199423 | 1101:55%

* P<0.05 vs. grupo desnervado sin gohad'otropina_s (Pru_eba"de e S‘{udéht), -

Nuestros resultados muestran que en los animales en los que se-
elimind la principal fuente de informacién catecolaminérgica al ovario, por Ia
 seccion del nervio ovarico superior, ya sea en la etapa"infantil o juvenil el

estimulo con la PMSG mas la hCG no estimulé ni el crecimiento de los foliculos
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ni la respuesta ovulatoria. Sélo cuando se realizd 1a seccion del nervio derecho en
la etapa juvenil, e! ovario intacto respondid con una superovulacion. Estos
resultados reafirman la idea de que en la rata desnervada se requiere de la

estimulacion previa con PMSG para que el foliculo responda a la hCG.

El administrar la hCG 48 6 56 horas después de la PMSG provoca
respuestas muy semejantes, es decir se sigue presentando superovulacién solo
en el grupo con seccidn del nervio derecho, sin cambios en los que se secciona elk
nervio ovarico izquierdo, Estos resultados, una vez mas nos lievan a pensar en la
posibilidad de que los ovarios son diferentes ya desds la etapa prepuber, como se

ha mostrado_due ocurre en la rata aduita (Dominguez y col, 1989),_ |

Praviamente se ha mostrado que uno de los efectos de Ia PMSG es.
rescatar a los foliculos en crecimiento da la atreala los cuales van a cn:utar en
_ respuesta al estimulo con hCG (Hirshfield y Mndgley, 1978) De manera que el
aumento en peso del ovario estaria dado por un mayor numero. de follculos en'

crecimiento y por Ios cuerpos luteos. Sin embargo, nuestros resullados muestran |

que la gananma de peso en lns ovarios por la eshmulacuon con Iasv -

gonadotropunas no se debe exclusuvamente al aumento enel numero de follculos
ya que como se mcslro la poblacson follcular no se modlhcé por esttmulac:onv .
'hormonal Es probable que en los ammales de :nervados haya mcrementado la
.glandula mterstlclal o la retencnon de agua lo que ocasmno el mcremento del

peso del ovano Sin’ embargo se requleren mas estudios pdra anahzar esta

pombl!idad
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Oe los resultados obtenidos por la estimulacion secuencial de las
gonadotropinas se desprende que cuando quitamos el nervio ovarico derecho, la
gonada intacta es capaz de tomar el comando y responder al astimulo

gonadotropico, lo que no ocurre si la génada gue queda inervada es la derecha.

Experimento 3.

Efectos de la seccion unilateral del nervio ovarico superior, sobre la
respuesta ovulatoria ante la estimulacidn inmediata con PMSG o hCG.

La desnervacién quirurgica provoca inhibicion o sobrestimulacion de
los nervios seccionados. Para probar si la falta de respuesta del ovario
desnervado se debié a una disminucion en la sensi_biﬁ_dad del »fdliculo a las
gonadotropinas. por la ausencia de la noradrenalina, se disefié el siguiente
modelo experimental; - |

A ratas dé 32 dias de edad se les practicé -'u'n'_a | Iaparotohﬂa 0
seccion del nervio ovérico izquierdo o derecho e inméd_iatain@nté se les
administré por via subcutdnea 8 u.i de PMSG o 10 ui de hCG. Los én;manes
fueron_sa_c:'rificados al presenta: el prime'r estro va'gi_nal (Fig. 20) cc'an'l_o“s siéuienﬂés_'. |

resultados.
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Ratas hembra de la cepa GlU-2ZV

32 dias
(Etapa juvenil)

0s SNOI__ SNOD |

inmediato a la
- ldesnervacion

8 ui PMSG 10 ui hCG
' \\.\ //’J '
N |
Sacrificadas al primer
estro vaginal

Fig. 20 Metodologla de la estimulacién con PMSG o hCG mmedlatamente a
la desnervacaén : -

- En los animales que se seccmno el nerwo ovanco supersor lzqmerdo R
y eatamulados mmednatamente con PMSG no hubo ovulacnon por parte del ovario
desnervado Yy solo uno lo hnm por el ovarlo derecho Cuando se secclona el

nervuo- ovarico derecho, en el ovario desnervado no se observa ovulac:onv o

mnentras qua el mervado respondié de manera semejante a Ia del grupo con

operacuon srmutada (Tabla X)(Xlll)
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Tabla XXXIllI: Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho y
media + eem del nimero de ovocitos liberados de animales con operacion
simulada (OS) o secciéon del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o
derecho (SNOD) realizada a los 32 dias de edad y tratadas inmediatamente

con 8 u.i de PMSG, sacrificadas al dia del primer estro vaginal.

Tasa de ovulantes

Qvocitos liberados

Grupo por el ovario por el ovario
zquierdo Derecho lzquierdo Derecho
OS+PMSG 4/5 5/5 5.011.3 58104
SNOIPMSG Q15* 115* cero 7
SNOD+PMSG 4/6 0/6* 3.8+0.5 cero

*P<0.05 vs. grup'o con O8 (Prueba de Fisher).

Los ovarios de las ratas con seccion unilateral y estimuladas

inmediatamente a fa desnervacion con PMSG respondieron de manera similar al

grupo con operacion simulada, excepto en el grupo con seccién del nervio

derecho, en donde disminuy6 el peso del ovario intaCtd._'EI_ [')'e'so-‘ del utero

incrementd significativamente sélo en el grupo con seccion del nervio ovérico
derecho (Tabla XXXIV).
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Tabla XXXIV: Media £ eem del peso de los ovarios y del utero (mg/100 g} de
animales con operacidon simulada o seccién del nervio ovarico superior
izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) realizada a los 32 dias de edad y tratadas
inmediatamente con 8 u.i de PMSG, sacrificadas al dia de! primer estro
vaginal,

Grupo I O VARIO S Utero
zquierdo Derecho

OS+PMSG 27.143.3 26.114 .1 136.746.3

SNOI+PMSG 19.412.6 22,9125 162.6+13.5

‘c_z_[\_lOD+PMSG 17.941.8* 24,0+4.6 185.7+14.4*

*, P<0.05 vs. grupo con QS (Prueba de "t" Student).
Cuando se realizd la desnervacion unilateral y se estimularon
inmediatamente con la hCG, ninguno de los animales ovulé al presentarse el

estro vaginal (Tabla XXXV).

Tabla XXXV: Tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho vy
media £ eem del nimero de ovocitos liberados de animales con operacién
simulada o seccién del nervio ovarico superior lzqmerdo (SNOI} o derecho
(SNOD) realizada a los 32 dias de edad y fratadas mmediatamente con 10 uu
de hCG, sacrificadas al dia del primer estro vagmal '

N iGru po | _Taésa de ovu_ian_tes- | Ovocitos Ilberados |
- zquierdo Derecho Izqu:erdo Derecho
0S+hCG a5 | s 50410 60:1:14
snowhee | omr | ot | cero  cero
Isnop+hc | o o8 |  cero | cero f .

*P<0.05 vs. el grupo con OS (Pru.e'b'a d_e Fisher).
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Los ovarios de las ratas con seccion unilateral y estimuladas
inmediatamente a la desnervacion con hCG respondieron de manera similar al
grupo con operacion simulada, excepto en el grupo con seccion del nervio
derecho, en donde disminuyd el peso del ovario intacto. El peso del utero solo

incremento el grupo con seccion del nervio izquierdo (Tabla XXXVI).

Tabla XXXVI: Media + eem del peso de los ovarios y del ttero (mg/100 g) de
animales con operacion simulada o seccion del nervio ovarico superior
izquierdo (SNOI} o derecho (SNOD) realizada a los 32 dias de edad vy
tratadas inmediatamente con 10 u.i de hCG, sacrificadas al dia del primer
estro vaginal. ' ‘

Grupo | AL l]_tei‘oA |
zquierdo Derecho

OS+hCG 322418 | 33353 | 16824100

SNOWhCG 309423 | 308419 | 2043149

SNOD+hCG 250£16° | 312431 | 1584872

* P<0.05 vs. OS (Prueba de "t" de Student).

Con estos resultados podemos sugerir que Ios;?mecanisrnos;qué o

regulan la ovulacién y la ganancia de peso son diferentes. Asi vemos que en
animales en los que se realizd la desnervacion unilateral y se estimularon
inmediatamente con la hCG se observd una ganancia de peso pero no hay

ovulacion. Al parecer el "desconectar” al ovario de su infarmacion neural lo torna
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incapaz de responder al estimulo hormonal para producir una ovulacidn normal o

una superovulacion.
Descartamos que los resultados de falta de ovulacion se deban a un
efecto del estres causado por ia cirugia ya que en los animales con operacion

simulada se observo respuesta al estimulo con cualquiera de las‘gonadotropinas.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que en la rata prepuber la
informacion neural que transcurre por el nervio ovarico supérior, modula de
manera estimulante la respuesta del ovario a las gonadotropinas en los
mecanismos que regulan ta ovulacion y el crecimiento folicular y, que la respuesta

del ovario derecho es diferente a la del izquierdo.

Por el uso de tecnicas de histofluorescencia se ha mostrado que el

ovario de la rata presenta fibras noradrenérgicas, adrenérgicas y dopaminérgicas

(Papka y col, 1985; Stefenson y col 1981). En nulestra'cepa de animales, la unica

amina que se detectd por el método de HPLC fue la noradrenalina, hecho similar

al descrito por olros autores (Aguado y- Ojeda, 1984tn_Selstam_y col, 1 985). En

otros estudios en los que se determind ta presencia de catecolaminas por un

método radioenzimatico, se detecto la presencia de noradrenalina y dgpémina en

el ovario de ratas en la etapa juvenil o en la rata a'dulté_a en el dia d__él pfoestro, .
- aunque la concentracién de dopamina se encuentra 10 veces por debajo del de la-
noradrenalina (Bahr y col, 1981' Ben- Jonathan y col, 1984). ‘Probablemen'te en

nuestro estudio no se detectd dopamina por el método de extracmon ampleado en

el cual se p:erde durante el ploceso aproxumadamente un 40% da las

catecolaminas presentes. Para comprobar esta posibilidad se reqwere de realizar

otras pruebas en las que la extraccmn sea mas eficiente.

En ’este estudio se vobservaf que en Ia rata intacta evlv contenido de

noradrenalina ovérica incrementd con fa edad del animal, semejante a lo descrito
por el grupo de Behdonathah (1984) QUienes mostraron que en la rata, el

 contenido de noradrenalina en el ovario va incrementando durante el desarrollo
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ontogénico y es entre los 35 y 40 dias de edad, fecha en la que se presenta la

primera ovulacion, que se abservd una disminucion del neuratransmisor.

Existe la controversia de si hay o no correlacion entre la concentracion de
las catecolaminas y la ovulacion. Asi en la rata adulta, con ciclos de cuatro dias
de duracion, no existen variaciones en el contenido de noradrenalina durante el
ciclo estral (Ferruz y col, 1991 y datos no publicados de nuestro laboratorio),
mientras que en la gata, se presenta una caida en el contenido de noradrenalina
después de que se ha inducido la ovulacion (Lara y Belmar, 1991). £n la rata de
28 dias de edad, la estimulacion con PMSG provocd disminucion en la
concentracion de noradrenalina 12 horas posteriores a la estimulacion y adn
después de la ovulacion la concentracion del neurotransmisor se mantiene baja
(Bahr y Ben-Jonathan, 1981). Estas diferencias pueden ser debidas a la especie
del animal en estudio y porque en algunos de los casos la ovulacién es
espantanea y en otros inducida, |

Por un analisis preliminar de nuestros resultados podemos sugerir que en
la rata prepuber no existe correlacion entre las variaciones de noradrena!ina
ovarica y la presencia de ovulacion, por lo que pareccrfa Que la regulacnon de la
funcion del ovario no obedece excluswamente a ja mﬂuencaa del ssstenm,

catecolaminérgico, sino que seguramente se trata de un snstema multlfactonal en
| el que ademas de las catecolaminas se encuent(an mvolucrados péptidos y otros
neurotransmisores. R |

En el eqtudno de la participacion del sustema cateco!amsnerglco en la

funcién del ovario, se utilizan modelos en Ios que se elimina la mformacaén neural

por via farmacolégtca 0 quirlirgica. La mformacuon duspomble acerca de los

efectos de la desnervacuon catecolammerglca por via qu1rurg|ca es con el modelo
| del animal con seccion de ambos nervios avaricos y e algurmb cas0s se ehmma
también el plexo ovarico (Aguado y O;eda 1984a; 1984b Marchetu y col, 1987 :
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Selstam y col, 1985). Recientemente hemos mostrado que los efectos de la
desnervacion hilateral son diferentes a cuando solo se elimina uno de (0s nervios
y que ademas, la respuesta dependid del nervic que se secciona. ks necesario
destacar que los efectos de la desnervacion unilateral afectan principalmente el
ovario desnervado, aunque también existen alteraciones muy puntuales en &l
ovario inervado, lo que podria indicar la existencia de una(s) via(s) neural(es) de

comunicacion interovarica (Chavez y col, 1991, Morales y col, 1990; 1993).

Una de las evidencias que apoyan la paosible existencia de una
comunicacion neural entre los ovarios, es el hecho de que en la rata en la etapa
infantil, la seccion del nervio ovérico superior izquierdo provoco en la gonada
desnervada, disminucion en el contenido de noradrenalina ovarica 24 horas
después de la cirugia, mientras que, en la gonada intacta se presentd aumento
compensador. Este efeclo se presentd sélo pocas horas después de la seccion y
desaparece a medida que pasa el tiempo de r‘ec:uperacién, loc que podria
explicarse por un proceso de readaptacion del sistema ante la falta de la
informacion neural proveniente del nervio ovarico superior. £s probable que la
"comunicacion” interovdrica se pueda traducir en un aumento en la actividad de
sintesis o liberacion de noradrenalina. por parte del ovario intact_o, que_é se

presenta solo durante las primeras horas post-dasnervacion.

Segun la informacion disporiible, no existen 'evidencias_anaiémit;as que_'.
indiquen que las fibras del nervio ovéricb superior se_'fahiiﬁtgué_h e inew’ehv_a'
ambos.ovaribs; Se sabe que a lc_ada' una de Ia__s_'géh_é_dés o lléga‘,ivnfdrma'qién
ipsilateral por este nervio ovérico (Klein y Burden, 1988a). Asi, cuando se
encapsularon los dos ovarios y se les a'p_licd un::tvrvazadorv rétrégfédo e
inmediatamente después- se secciono _él 'liga'mentq_,izquiérdov.v el mart:a‘dorssev |
-encontré solo del lado donde sé-mantuvé intabto el ligamento (MCNGEI! y Bui’den, '

1987). Este conjunto de evidencias nos Ilevan a pensar que probablemente la
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"comunicacion” interovarica no este dada por el mismo nervio ovarico superior

sino que seria por otra via neural,

En apoyo a esta interpretacion Klein y col (1989) mostraron que en la rata
adulta, la estimulacién eléctrica de la parte central del nervio ovéarico superior en
la tarde del diestro, provocd aumento en el potencial de accion de las fibras del
plexo ovérico, lo que les permitid sugerir 1a existencia de una via neural refleja. Es
posible que el plexo ovérico sea la via de comunicacion interovarica, sin embargo
se requiere de mas estudios morfo-funcionales, para afirmar o descartar esta
posibilidad.

Dado que cuando se elimina el nervio ovarico superior izguierdo, el ovario
derecho responde - inicialmente con un aumento en las concentr’éc}ones de
noradrenalina, efecto que no se observa en el avario izquierdo cuando cortamos
el nervio ovarico derecho, podemos sugerir qué. la "comuh'_icacién" neural entre los

ovarios viaja del ovario izquierdo al derecho.

Otro de los aspectos a resaltar sobre los efectos de la desnervacion

unilateral del nervio ovarico superior, es la capacidad que presenta la gonada

desnervada a "restablecer" el contenido de noradrenalma despues de un uempo

post- desnervacion. Como se observo en los resultados es mas drasttco elummar} .
la informacion neural en la etapa Juvenll que en la infantil. Es posubie que en el |

caso de mtervemr a los anumales en la etapa tnfanm sacnficados al dia del' g‘

primer estro vaginal (aproximadamente 25 dtas después de la crrugna)

ammales cuenten con el tlempo sufucuente para echar andar Ios mecamsmos
: necesanos y presentar una recuperacmn en et contenndo de la’ amma Exlstenv
reportes que muestran que los efectos de. una desnervacuon sobre {os parametro ,
evaluados e@s -mas drasiico conforme el ammal se aproxsma a la pubertad'

(Marc*heltl y col. 1987)
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lLos resultados observados en el animal con seccion unilateral del nervio
ovarico superior, permiten sugerir que el ovario ante la falta de informacién que
proviene por esta via neural queda bajo la "direccidn” de las vias eferentes coma
puede ser el caso del nervio vago. Se sabe que el nervio vago presenla
entrecruzamientd de alguna de sus ramas accesorias (Powley y col, 1983), de tai
forma que podria existir comunicacion por esta via. Es posible sugerir que al
realizar una seccion unilateral del nervio ovérico superior, el vago sea una de las
vias que se encargue de llevar la informacion al sistema nervioso central, éste la
procesa vy la dirige a las goénadas. Con esta hipdlesis no descartamos que
ademas de la regulacion ejercida por el vago, exista una comunicacion

interovarica (Esquema 1).

Con los resultados obtenidos en el animal con seccion bilateral del nervio
ovarico superior no se puede definir claramente cual es {a participacion del
sistema catecolaminérgico en la regulacion de la funcion del ovario. A la fecha,
existen evidencias controversiales acerca del papel que juega esta inervacion en
la regulacion de fa ovulacion. Mientras que la 'mayo'n'a de las evidencias
obleni'das con el modelo de seccion bilateral de Ios'her\?ias ovaricos, parecen
apuntar que tanto en la rata prépuber como en la édu‘ta la 'iner'vacién
ratecolammergtca no es indispensable en el praceso ovulatorlo (Aguado y Ojeda
1984b; Selstam y col, 1985, Wylle y col, 1983) Cuando se realrva la desnervacmn-%
con farmacos que destruyen las termmalas noradrenergicas se ha observado que |
en la rata, en el ratdn y la cobaya prepuber la mervamon noradrenerguca perlfenca
~parece inhibir la reactividad del follcuio a fas - gonadotropmas ya que |

admmnstracmn de guanetudlna al -nammlento resulto en. un mcremento en el o

nimero de ovocutos liberados al dia del prlmer estro vaglnal (Flores y col 1990 '
- Riboni y Dommguez 1995 Rosasycol 1989) |

Estos resultados aparenteme’nte contradictorios sobre la participacion qho |

de la noradrenalina en la regulacion de la ovulacion pueden ser explicados si se
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tiene en cuenta que una desnervacion catecolaminérgica por medios
farmacologicos, con drogas de accién periférica, destruye lodas las fibras que
presenta este neurotransmisor, mientras que con la quirdrgica podemos de
manera "puntual’ eliminar alguna de las vias que arriban a las gonadas. En este
ultimo caso, no sdlo se elimina una parte de la informacidon catecolaminérgica,
sino también la de tipo peptidérgico, como es el caso de!l VIP y de la SP que
participan en varias de las funciones de! ovario (Ahmed y col, 1986). En la rata, el
VIP estimula el proceso de esteroidogénesis (Ahmed y col, 1986) y en el mono,

facilita el crecimiento folicular (Schultea y col, 1992).

A mediados de la década de los 80's se reporto que en la rata de 24 dias
de edad, la seccion bilateral del nervio ovarico superior provoca una deplecion en
el contenido de noradrenalina ovarica en un 60%, siete_dias después de la
desnervacion (Aguado y QOjeda, 1984b), semejante a lo que ocurre en la rata
adulta (Lawrence y Burden, 1980). En este trabajo obSerVamds qu e la eliminacion
de ambos nervios en la etapa infantil depleta mcluso a vaiores no detectables el
contenido de noradrenalina desde las primeras 24 horas. Mlentras que .cuando se
realiza este mismo tipo de desnervacion en la etapa Juveml si bien dlsmlnuye el
contenido de la amina éste puede ser determmado por el metodo empieado Sln'v
embargo si parllmos del hecho de que el animal a los 32 daas de edad presentav: -
un contentdo de noradrenalma mayor que el reglstrado a los 16 dlas resultav

ew_dente que es mas _drasuco la desnervacmn en la elapa 1uvens| que en la -

infantil, semejante a lo que observamos co_n la seccion uniiateral del nemo o

Ovéric_o superior,

En nmguno de los grupos con secc:on bﬂateral mdependlentemente del . :
liempo postoperatorio se observo recupeuacsén dt.l contemdo de noradrenahna
- aunque esta falla de recuperacmn no se acompano de modlfncamones en la edad |
de Ia apertura vagmal nila reopuesta ovulatona como ya habia s:do moqtrado en

la rata con ovulacion espontanea 0 mducuda (Aguado y Ojeda 1984b Selstam yx .
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col, 1985). Eslas evidencias pueden ser interpretadas como una hipersensibilidad
del ovario a las catecalam'inas, lo que le permite mantener su cuota ovulatoria de
forma normal, ya sea por un aumento de la respuesta a la noradrenalina que
permanece en el ovario, a la adrenalina que le llega por sangre o a la que
sintetiza el propio ovario (Aguado y Ojeda, 1984b; Bahr y Ben-Jonathan, 1981,
Ben-Jonathan y col, 1984; Marchetti y col, 1987). Existe otra posibilidad, que el
ovario ante la falta de informacion neural proveniente del nervio ovarico superior,
los demas sistemas de neurotransmisores tomen el "comando” en 1a reguiacion

de {a funcion del ovario y de como resultado una ovulacién normal.

La seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior resulta en la

reduccién del numero de foliculos pequeiios, con diametro menor a las 350 pm -

(Morales, 1991), y dado que existen evidencias que la seccion bilateral del nervio
ovarico superi_di' no modifica el flujo sar‘nguineo_’(Aguado y Ojeda, '1984::1_)',

pensamos que la disminucion inicial del contenido de noradrenalina modifica la

sensibilidad del foliculo ovarico a las gonadotropinas tal y coma se ha postulado

| que ocurre en la rata o ratén en Ios que se afectaron las fibras catecolammerg:ca‘s
por la admmlstracuén de guanetndma 0 reserpma (Chavez y col, 1987; Flores y cal,
1990a; Rosas y col 1989). o

En la rata adulta, en la que se induce el’blodueo del pico preovulétorio de

la FSHILH por la admunlstracnon del pentobalbltal 0 fenobarbllal en la mafana del

-proeslro no se observan foticulos entre las 390 y 500 um de d;ametro los que ,

normalmente se observan en una rata cuchca en el dia del estro. En !as hembras

‘tratadas con el barbltunco el reemplazo con la FSH restablece el patron de
dtstnbumon de los fo!tculos Estas ‘evidencias son interpretadas como que la FSH..

es la hormona-que se encarga de seleccmnar aquellos foliculos que van a
contmuar crecuendo y van a responder al plco de la LH que- se produce en el

suguuente cuclo estral (H:rshﬂeld y Mldgley, _1978) En nuestros animales intactos la

estimulacién con la PMSG en la etapa penpube_ral también provo;o ia acelemc:onf
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del crecimiento folicular, lo que permitio se de un aumento en la cuota ovulatoria

72 horas después del lratamiento hormonal.

Se ha postulado que en la rata intacta, la PMSG  ademas de promover el
crecimiento de los foliculos rescata a élgunos de eslos que estaban destinados a
la atresia. Braw y Tsafriri (1980) muestran que en la rata de 26 dias la
administracion de 15 ui de PMSG no maodifica et numero de foliculos >120um de
didrnetro, pero que disminuye la atresia en aqueltas foliculos que denomina del
tipo 5 (170-370 pm) y 6 (370-500um), 12 horas después de que se administra |a
PMSG. Como se sabe, la PMSG tiene los mismos efectos bioldgicas que la FSH
endagena, por lo que se le considera como una'FSH—'_Iike, de manéra que los
autores conciuyeh que esta PMSG tiene un efecto anti-atrési'c_:_o en los foliculos
antrales, Este efecto descrito para la PMSG, puede explicar el porque en nuestros
animales estimulados en lé etapa peripuberal aUme_nta' la ,cucta ‘ovulatoria,

comparada con la registrada en animales de ovulacion espontanea.

Aunque tradac:tonalmente se ha explucado que el crecmuento folucular se
produce en respuesta a la unién de la FSH a su receptor en las celulas de Ia_
granulosa, en donde promueve la mitosis y el fesuate de la ahesna existen' |

evidencias que llevan a sugerur que la accion de |as gonadotroplnas en ‘el ovario

es modulada por la mervacucﬁn catecolammerglca que reclbe la gonada (Chavez

1991 Flores y col, 1990; Rosas y col, 1989) Como lo muestra el hecho de que en

la rata adulta hemur‘astrada con automjerto de ovario, la myeccnon secuenc:al de

gonadotroplnas no mduce ovulacnén mientras que si el ammal es desnewado con- |
guanet:dlna el tnjerto asi estimulado presenta senales de ovulacuon lo que ha
sido mterpretado como una ewdenma mas de: que [a~nnervapson nmadrenérglca |

del ovario o las catecolaminas circulantes, modulan la accién de las

~ gonadotropinas en el foliculo ovarico (Ayala y col, 1888). .
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Los resultados de! presente estudio scn semejantes a los observados en la
rata de 24 dias de edad con seccion de ambos nervios ovaricos y estimulados 24
horas después con 6 ¢ 8 ui de PMSG, donde el nimero de cuerpos luteos no se
incrementd por la estimulacion hormonal (Selstam y col, 1985). De igual manera,
en la rata adulta con seccion unilateral del nervio ovarico superior y lratadas con
30 ui de hCG, el ovario desnervado no responde al estimuio hormonal, lo que se
ha interpretado como que la inervacion .esta modulando la reactividad del

compartimiento folicular a las gonadotropinas (Chavez y col, 1991).

A partir de los resultados de la estimulacion ovanra por la administracion
Unica o secuencial de gonadotropinas se puede aﬁrmar que la inervacion
noradrenergica y VIPérgica, que liega al ovario pcr el nervio ovarlr.:o superior,
regula de manera estimulante el crecimiento y maduracmn folicular que culmina

con la secrecion hormonal y la ovulacion.

Al parecer, la informacién neural que transcurre por elfner_\_ri’o-_ovéricd

superior tiene mayor influencia en la regulacion del crecimiento folicular ,ind.ucivdo

por la administracion de PMSG, que en la regulacion de la sintesis de esteroides -

- responsables de la canalizacién de la vagina. En ninguno de los grupos de

animales desnervados y estimulados con gonadotropinas se modifico la edad de

la apertura vaginal, lo que puede ser un-indicador de que la esteroidogéhesis se
llevé a cabo de manera normai esto se apoya también en el hecho de que no se

encontraron camblos en el peso del utero (mdlcador lengl(,O de la secrecion de -

--estrégenos) ‘Mientras que algunos autores han mostrado que en larata adulta (a
seccuon btlateral del nervio ovanco supenor provoca dlsmmucnon en fla‘
concentracnon de estrégenos y progesterona durante los pnmeros 20 mlnutos que
- dura el estudio, {Aguado y Ojeda 19843) exmten otros que senalan que despues

de la desnewac;on bilateral no se modifica {a concentlamon de estrogenos y lade

progeqlerona d*smlnuye a los 30 min. esta dismlnuc:on se ve duompanada de, una -

respueata de lordosis menor lo que - indica que la mervacnon provemente del o
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nervio ovarico superior no solo participa en la esteroidogénesis sino también en

en los procesos reproductivos (Erskine y Weaver, 1988).

La modulacion gue ejerce {a inervacion en la respuesta del ovario depende
de la edad del animal, ya que cuando la desnervacion unilateral se realiza en la
etapa juvenil, el estimulo con PMSG resultd en un incremento en el peso de los
ovarios intactos. Dado que en estos animales no se produjo un aumento en la

espuesta ovulatoria, y por consiguiente incremento en el compartimiento luteal,
podemos suponer que el aumento de peso esta dado por el comparlimiento
intersticial. Ademds ya que en los animales con seccidon del nervio nvéricd
superior se praduce disminucion en el nimero total de foliculos, se puede pensar
que la teca interna ds los foliculos que aparentemente se "piérden",' 'pasan a
formar parte del tejido intersticial. Descartamos que se hayan"producido Cambios
en e compartlmiento folicular dado que en Ios animales desnervados y

osumulados con PMSG no mcremento al numera de fOIICUlD"%

Si bien, en los animales desnervados y esttmulados con hCG se’ observo '
una respuesta ovu!atoua semejante a los tratados con PMSG el crecwmtentov
folicular fue diferente. Asi, en los ammaies con seccuon del nerwo ovérlco derec:ho‘
y estimulados con hCG se observo incremento de los fohcu!os grandes sin quev

llegaran a ovular debxdc quizé a la. falta de astlmulacuon prewa con la FSH. Esta‘ o

idea se confirma en Ios animales con seccnqn vdelv nervio ovdrico derecho, en
~donde la administracion secuencial de las gonadotropinas provoco

superovula’cién en la génada inervada.

A diferencia de lo que observamos en la rata con seccion det nerwo ovénco

superior, en la cobay.a prepuber desnervada con 6- OHDA el esttmulo por la

admmlstracmn secuenc:ai de PMSG hCG no rncrementa la ovulamon ei
nimero total de foliculos. Los autores postulan que al parecer los nerviOS

- adrenérgicos no parecen ser necesarios para inducic la ovulacion, - previa
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estimulacion gonadotrépica. Sin embargo, no excluyen que las catecolaminas
circulantes puedan participar en el proceso ovulatorio (Curry y col, 1984).

En los animales con seccidon unilateral o bilateral del nervio ovarico
superior el ovario desnervado no respondid al estimulo secuencial con PMSG-
hCG, por fo que podemos sugerir que en la rata prepuber la informacion neural
que llega por el nervio ovarico superior, seria necesaria para el efecto
amplificador de las gonadotropinas sobre el compartimiento folicular. En cambio,
cuando el blogueo catecolaminérgico es de tipo general como ocurre en la rata
adulta tratada con reserpina tres horas antes de la estimulacion con la FSH-LH,
donde se observa un aumenlo en la _cuota' ovulatoria y disminucién en el
porcentaje de foliculos con diametro >500 ym, lo que se ha interpretado como una |
amplificacion de los efectos de la FSH por la deplecion aguda de la noradrenalina
(Chévez y col, 1987). Estas diferencias apoyan nueslra mterpretacmn de que la
informacién que llega al ovario por el nervio ovarico superlor es algo mas que

solo 1a concentracion de noradrenalina en el ovario.

Paor estudios in vitro se ha mostrado que la achvac:on de Ios :eceptores f3-
adrenergicos por la admm:stracuon de isoproterenof incrementa la produccion de
esteroides inducida por la hCG (Dyga_r y En_ckson, 1985). Aunado a esta _eaylde_ncnas )
“Ferruz y col, (1991) plantean qué al-paret:er'las' gonadotropirias "aétUarfan’ sobre
la terminal presmaptlca estnmulando la Iuberacmn de. !as catecolammas Esta |
mterprataczon podria exphcar el hecho de que en Ios an!males desnervados no se
observe el efecto amplificador de Ias gonadotropmas

Las funciones del ovario son reguladas por Ias hormonas de la
adenohlpnﬂsns las suﬂetlzadas por el proplo ovario, por la mervacuén que recube s
y por una familia de factores de crecimiento que participan en dIChO evento. Tal
es el caso del IGF- [, el cual estlmula la prolsferac:lon y dlferenmacmn de las -
células de la teca y Ia granulos': en forma s:nerg:ca con Ias gonadotropmas =

- (Teissier y col, 1994) . Dado que la mervauén catecolamlnergica llega a hacer :
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contacto con las células de la teca, es posible que la inervacién actie como un
modulador de la accion de los faclores de crecimiento, estimulando o inhibiendo
la accion de los mismos. Existen evidencias de que algunos factores de
crecimiento son delerminantes en la diferenciacidn del foliculo ovarico. El receptor
para el IGF-l, se expresa mas en las células de la granulosa de los foliculos
atrésicos y en menor proporcion en las celulas de la teca, patrdn de distribucion
que se invierte en el foliculo sano, sin embargo se desconoce la accion direcla del
faclor sobre la foliculogénesis y la atresia (Teissier y col, 1994). Se requieren de
mas estudios para dilucidar si existe relacion entre la inervacion que recibe la

gonada y la funcion de los factores de cracimiento.

La noradrenalina que recibe el ovario proviene de cuatro fuentes
(Dominguez y col, .1991), mientras que el VIP lo hace por el nervio ovarico
superior {Aguado ’y'Ojeda, 1984b). La noradrenalina al uhirse a su receptar en
las celulas de la teca estimula la sintesis de androgenos y en la grénu,losa_
estimula la aromatlzamon (Ojeda y Urbanski 1994) EI VIP eStimula la 'ac'l'ividad
de las aromatasas (Ahmed y col, 1986). Ademas de estas acciones descntas para
la noradrenalina y el VIP el foliculo produce varios faclores de crecumtento que
_ modulan su crecimiento y diferenciacion (Esquema 2) por lo que es posnble que'- ,
la mformaclon neural que llega por el nerwo ovanco superior module la secrecmn

las accnones de estos factores s ambos

En conjunto, las evideincias obtenidas en este estudio permiten plantear la ..

hipdtesis de que la |nformac:|6n neural que transpurre por el nervio ovancov |
'supenor actla como sns*ema de ampllﬁcamon de los efectos de las
gonadotropinas ‘sobre el crecnmlento Y duferenmac:on fohcular Y que la
modulacion que se gjerce depende de !a edad del ammal y de la especae en

estudto.

1



_  SISTEMA NERVIOSO )
CENTRAL
_— .
|
§
f
[ ]
¢ v
| - e
, [ HIPOTALAMO || .
1 U ,
|
1
o GnRH
VAGOE
v ! |
i ¥
1 HIPOFISIS
l B AR
NOs | : -

. LH - P4
A A - Inhibina

' Esquema 1. Modelo propuesto enla regulamon de la funcion del ovano por las

- hormonas hnpoﬂsnanas y por la inervacion aferente que llega por el nervio ovarico
superior (NOS) y la eferente (nervio vago), Donde ademas se sugiere Ia posnble' 3
exlstenma de unavia de comunlc:amon interovarica. :
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Esquema 2. Modelo propuesto para explicar la mteraccnbn entre la inewauén que ~
llega por el nervio ovarico superior (NOS) y las gonadctrop:nas L.a LH al unirse a su
receptor en la teca estimula la sintesis de andrégenos; que son aromatizados en las
células de la granulosa por aceién de la FSH, ‘éstos efectos son amplificados por la
noradrenalina que llega por el NOS; Al parecer el crecimiento del folfculo es modulado
por los factores de crecimiento producidos en la teca y en la granulosa, como el factor.
de crecimiento parecido a la insulina (IGF); at factor de crecimiento de fi bmblastoa,

- (FGF); al factor de crecimiento epndermal (EFG) ~alb factor de crecnmlentq
lransformador (TGF) y al factor de creclmlento neurat (NGF) : :
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este estudio muestran que:

- En 1a rata prepuber el nervio ovarico superior modula de manera estimulante la
respuesta a las gonadotropinas en los mecanismos que regulan la ovulacion y el
crecimiento folicular.

- Es probable que exista una via de "comunicacion neural” entre los ovarios, por
la que la gdnada que mantiene intacta su inervacion responde con ovulacion
compensadora,

- La desnervacion unilateral en la etapa infantil provoca disminucion temporal en
el contenido de noradrenaling, que se normaliza al dia del primer estro vaginéi,
probablemente como resultado de la sintesis QMQ del neurotransmisor.

- En los animales con seccién bilaleral del nervio ovarico su_perior se presentd
disminucién en el contenido de noradrenalina, sin embargo la respuesta
owlatoria al primef estro vaginal fue normal. Es probablé que en e?s_te caso, la
ovulacion se 'regule no solo por'la noradrenalina sino por la p_arti'ci'pécién de otros
sistemas de neurotransmisores. | | |

- Se requiere de la mtegndad de la inervacion noradrenerglca para que la PMSG :
pueda rescatar alos fohculos de la atresia y promover su crecimiento.

- Existe diferencia en la respuesta de los fohculos del ovano lzquaerdo y derecho a
la hCG, que dependen de la mew::cxon que (e liega por el nemo OVArico superlar
- En los animales con seccnon dei nerv:o ovarico supenor la respuesta al estsmuio B

secuencnal de las. gonadotropmas depende del ovano que mantlene intacta su
mervacnon |

- Al parecer la informacion neural que transcurre por el ner\no ovarlco superlor ,
modula de manera estimulatoria el paso de un foliculo pequeno (<350pm) a-un
estado preovulatono '
- Durante la fase aguda de Ia desnervacson umlateral los ovarios no responden al

estimuio gonadotrépico lo que apoya laidea de la comumcamonmterovanca. :
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PERSPECTIVAS

De este estudio surgen varias interrogantes algunas de las cuales

se plantean a conlinuacion:

- ¢Existe realmente una comunicacion interovarica, y si es asi, cual(es) es(son)

las vias?

- ¢4, Cudl es la interrefacion entre la inervacion del ovario que Hega por el nervio

ovarico superior con otros tipos de inervacion?

- ¢La inervacidon que llega por el nervio ovarico superior esta vinculada a la

regulacion del numero y alinidad de los receptores a las gonadotropinas?
- ¢ En la rata preplber, la seccién del nervio ovérico superior provoca
modificaciones en la esteroidogénesis que se vinculen con el -é;recimiento Yy

diferenciacion del foliculo ovarico?

- ¢, La informacion neural que llega por el nervio ovérico superior modula la accion

~ de los factores de crecimiento pro_du(:idos pbrél foliculo?
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Apéndice A
El cromatdgrafo liquido utilizado consta de:

1) Bomba isocrética de flujo constante modelo 1.C250 (Perkin Elmer). El loop del
inyeclor es de 100 pl.

2) La columna utilizada es de 4.6 mm de diamelro interno que consiste en un tubo
de acero inoxidable con paredes gruesas y con una longitud de 25 cm. El refleno
de fa columna estd formado por microesferas de silice porosa que liene un
diametro de 10 um. A la superficie de las microesferas se encuentran unidos una
monocapa de grupos octadecil (Ciahyr).

3) Detector electroquimico modelo LC-4C (Bioanalitical System) con un electrodo
de trabajo de platino.

4) Integrador modelo LC1-100 (Perkin Elmer).
5) La fase mévil fue preparada de la siguiente manera:

En un vaso de precipitado con agitador magneétlico se colocan 470 m! de
agua bidestilada (previamente filtrada con un filiro norganic), se agregan 15.75 g
de 4cido citrico agitando hasta disolver por completo; esla solucion se lleva a
pH=3 adicionado poco a poco la solucidn concentrada de NaOH. Una vez que la
solucién se ha llevado al pH indicado, se admlonan 100mg de SOS (acido 1-
octansulfonico), agitando continuamente. Esta solucidn se lieva al sistema de
filtracién millipore con una membrana de poros de 0.22pum de diametro. Una vez
filtrada fa solucion, se traspasa a un matraz junto con el agitador magnético, se
coloca sobre la parrilla de agitacion y se conecta al sistema de inyeccion de helio
para eliminar el aire que conienga la solucién; durante aproximadamente 15
minutos. Después de este tratamiento se continda degasificando la solucion con
el sistema de vacio, hasta que se considera que la solucion ha quedado
completamente degasificada. A la solucidn degasificada se le agregan 20 mi de
‘acetonitrilo y 15 ml de tetrahidrofurano, se agita levemente y se coloca al sistema
de HPLC.

'6) La validacion del método se realizd utmzando concenlracmnes conocidas de
los estandares (Fig. 21)

£n la Fig. 22. a) se muestra una corrida crdmatdgréfica de los estandares,

en donde se observa una buena separacion de la noradrenalina y del estandarv
interno (DHBA) b) y el cromalograma de una muestra de ovario.
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ll’ll(,lpdll()ll of the superior ovarian nerve in the regulation of
ovulation in the prepubertal rat; differential effects of unilateral
and bilateral section of the nerve

L. Morabes, R, Chitvez and I Domfoguer

Hiotogy af Reproduction Researeli Ui, Laboratory of Physiodogy of Reproduction, Faculad de Estudios Superiores Zaragoza,
Lhiversadod Novional Autdnonsd de Atévico, AP @-ax), 1 s Mevico, D.F., Médco

Keywards: Soperior ovarian perve, prepubenial, ovidation,

Tatreduction: The sytpitthelic innervabion arrives at the
ovary hy the superior ovariim neeve (SUON) and ovarian
prexus [H umunohistochiemistty studies on the oviries of
the ean show the presence of catecholaminergie nervation
Moo day 16 of pregnancy, Also, the paitern of innervation
varies duting the life of the poisal {2).

The bitaterad transection of the SON i early juvenile
rats {23 days) Ted (0 more than 60% depletion v ovarian
narepiicphrine contemt of the ovary, without alfecting the
timing of vagioal opening and firse nvolation {3]. Ovndation
indiced Iy PMSG Licatment in 25-day-old rats was not
madified by this treatment ] This led the authogs o Sugpest
that "these nerves seenr opt o |\l.|3, iy ohligatory 1ok in
ovalation” [4).

There is evidence suggesting that the rote of noradrenergic
ovigian innervalion in the regulation of avalation differs
between the adult und prepubertal zat [5]. Furthernore, we
lve previonsly shown that spontancons ovidatiun in the
denervated ovary provoked by a unilateral transection of the
SON, is seduced in the adult mb [6]. Adsn, padticipation of
the uvarian invervation in regalating evakation seems 1o be
different in the intact and hemiovaricetomised rat |7, B].

Hased on these observation we decided ta compare the
cffects of unilateral and bilateral section of the SON a1

different times helore puberty on the first spostancons ovala-

tian of intact and hemiovaricetomised rats.

Materials and methods: Pre-pubenial fomale rts of CHZ-V
strain from aur own breeding stock, were maitained wnder
conditions of controtled lighting (lights on from O824 10 2100
). The animals were kept with 1he dams until day 21 whea
they were weaned, and kept in group cages (six rats per cage),
with free iceess ta food and ap water therealter, Al surgery
wis dane wder ethes anacsthesia:

On days 16, 20, 24, 28 and 32 grojps of rals were allonied

at rondom fo one of the fu!lumug Rroups:

Usitonrehiedd controts were killed by eervical tluluculmn on
the day of first vaginal oestrus; :

Sham-operated s were ||[l.lru|nm|\u| S |I|c wonind
sciled,

Denervited aninads: a miidline incisicn was ulc to prowide
aveces (o the suspensory ligment (right. beft or B} caatiining
the SONC it wis isoltted from the sarronmding, tisue, and the
nerve was sectioned 10},

lmmm"lm:unm, Mie rs seere laparotastised and the lelr

or right pvary extirpaed.

Hlemiovariectomy plus slenervation: The snimals were

Taparatotised, the left o right vy, ut!up.;tml and the
suspessory fipament of the remaining oviery was iselated and
the perve sectinnmed. '

ans were inspeeted daity for viginal opeaing and whe it

oceurted, vaging! smeurs were obtimed daily. On the day of
first vaginal ocstrus, Wi animals were kilted by bleeding nnder
anaesthesin.

At antopsy, the vipght and feft oviducts were dissected and
the ovit presenl were coonted. Ovaries and utoms were
regnoved and weighed o precision hatanee,

In hemiovaricdomised anitoals the campensiatory ovala.
ting (CO) and compensatory ovirian hvpenrophy (CO1H)
wure ctenlated as follawing {9 CO =~ (number of ova shed
fy the in site ovary - nuiber of ova shed by e sane ovary
o untonched control group){number of ovie shed by the
satine ovary of ustouched controd pronp) x 1HXE

COH = (weipht af the i sing ovary = seipht of the sune
ovary of tatouched conteol groupp{weight of the sanig ovary
of unlenched eontiol grovp) X 11X). '

b on the weight of the ovaries and uters, ape of vaginad
apening wmd first ovolation, and number of ova shed weee
analysed by multivaziate analysis of varionce (MANOVA),
foHowed by Tukey's test; ovulatian cite (namber of ovuiating/
number of tremed anes) by Fisher's exact probability test ar
chissyuare 1est; and compensitory ovulation and compensatory
ovarian hypectrophy by Mann-W lmm.\ U test, Ap \”I|UL‘ fuss
than 0L05 was cmmdcrul %npmm.nu

Resulis and discusshm: Buecause there were no dilfferences in
body weight, age at vaginal opening, ape o fast ovalation,
ovulation rate, o weight of the ovarics and vierus between
untouched control and shom operated animals, these d: m
were combined 1o form n single control group, '
The age of vaginal opening fnd first ovulation were similar
to conteal anfinals in hemiovaricctomised rais with or without
unitateral section of the SON and in- intact unn.us.ml and
bilateral (Icucrv‘\lcd animals, :
An mucmL in ihe mul.:lmn r.m- uccuncd ln thuse rats

-with section of the Il}_,hl SON- (3534 vs 44165, p < (.0S),

whilst diffcrences were” not nhscncd in thase granps of-
animals with teft or bilateral seetion of the SON (lefi MM47:

hitateral 37452 ‘vs 44/65. NS). Significant differcoces in the

ovulation tate between the innervated and-denervated avary
were o observed, except in those nnmmh wuh the section
of the ripht SON done on day 16, when the ovulaiion riue

was bigher in the innervated ovary {left) than in the dcncw.ntul
one (right) (R s Y8, p < LUS). ,

The number of ava shed by the left and tight ovaries were
siibir in cantrol proup, Bibiteeal denervation’did oot madity
he numbier of ova shed by the left or right ovaries, When o
anilateral section of the- SON was done, however, the number
of ovit shed by the denervated ovary diminished significant!y.
while an increase in - the innervated ovary was observed
Flable 1) "Phe modifications imduced by the «:ctlmn of-1eft
SON were simitar in all ages studied,

Rats with section of the left SON showed an increhse in
the weipht of the right ovary (inoersated), withoit chamges



1]

Table 1: Number of ova shed by the right and teft avary in control
raty and animals with section of the left, vight or hotie cupering avarian
nerves, autopsied on the diy of fost vaginal aeserus (means t SEM).

L Benabes, B Clus e and 0 Donampues

Tubile 2. Weighi (mgt0 g body weight) of the eight and left ovury
and wierws ire cantraf rats and animuly with section of the lefi right or
both superior avanan nervey (SONp awapsicd oo the day of first
vaginitd pesiras fimems 3 NXIM )L

Controb  Section of  Sevtion ol Hilateral -
IUSON  nght SON - section of SON Grerup [ight ovary Telt ovary Uterus
Left ovaty A0 LRLOAY AR08 34 DS Conlial LU B il a8 fh1s 2 82
Rightasary  J4 £ 030 S 8040 1y 404" 32 L 04 Lelt xection SON RS £ 07 MR £ OR  1684 4 4R
Total GREDS T4 L0A R 204 6.6 L LS Right section SON BRI 16.6 v 009 Intd v 82
Bilaneral section 159 ¢ 0.7 IRV £ 07 1602 £ 40

By age of denervathun

th days feftoviay L4 L DY 65 L OR35S 61D
Right ovary6 0 &£ 1A 1.8 ¢ 0@ 25 L 1S
200 days Leftovary 0L 08 b4 qa? 45 UL
Right ovary 5.0 & 1.2 2.2 & 07 PP 08
24 days Leftovary 15 #0707 440 04 2N
Hight uvary 5.6 4 0.9%G L4 £ 066 34 4 Lt
28 Jays leftovary LY L 04 M1k udy 21 EAD
Right uvary 5.5 % 091 2.0 £ 1. AT IR S
32 days Lehovary 323012 66 ELE2Y Mt 0Y
Rightovmy 4R 200 32 4+1) RGN

* Ay compared with conteol group, p < (108, @ As compared with
lef ovary, p < 0.0 (MANOVA followed hy Tukey's ien).

in the deoervated Cleft), whilst in those with o section of the
tight SON the weight of denervated ovary diminished without
changes in the other one. Bilateral section of the SON
provoked an increase in the weight of the left ovary. The
weight of the wierus was not madificd by denervation (Table
2).

On the day af first vaginal oestrus the ovalation riate was

* A compared with contrad group, o< 005 (MANOQVA fotlowed
Tihye's test).

siiilar in control and hemiovaricolomised tais: 68% ol
contrad (44/65); 6% i hemiovariectomised rats with the
right ovary i sine (3149} 78% in hemivvaricctomised with
the fehl ovary m site (36/46).

tn hemiovasicctomised anlmals the secting of the SON
induced a decrease in the nvulpion rate (right ovary i i
PZISY vs 3449 left ovary in it 2149 vs 30M0; p < L05). As
in tnlact animals, differences in ovulation rate by the dener-
vated ovary in hemiovariectomised animals were not observed,
except in thase animals with the left ovary in siti dencivated
on day 16, or wilh the left or right ovaries in it dencervated
on day 12, At these thnes the ovulation rate was lower than
in the hemiovaricetomised imncrvated ovaries (Table 3).

The compensatory ovulation by the right avary decreased
with the age of the animals. The effects of the section of SOM
also varied with time of surgery. A signilicant decrease was

COMPENSATORY OVULATION
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Figure 1: Panel A, Compensatory avidation fry i vighy ovory decreased by the effeces af Vie section of the superior ovarian nerve perfirmed
on days 16 or 26, aml increased when it wat dane on days 29 or 28, Funel 0, When the left ovory was In situ the section of the superior avarian
nerve was foflowerl by an increase in the compensatory nvutation when dane on day 16, and ¢ deceeise whea performed on days 24 ar 28, Panet
€. Compensatory ovrian hypeeirogpdty by the eight ovary inceeased in rats with the section of the right siperior ovarian neeve carvied ol on day
8. Panel B, The compensatry avarion hypertophy by ihe feftovary decreased inrian with a section af dhe left stipesior ovatian nerve peecformed

o dduys 24 or 32, while it increased when dane o day 28.

“ A compared widy right or lefi peary, p < 685,



Pasivipation of e supesior ovidian neeve do the segultion ol ovatation in the prepubertl vl )

Tubte 32 Cheutution rate tvantber of ovadatong anioralsinimder of
tevateed, i auimaly hesiovariectossrised {Hove) ar
heaiovarirchinaised plas aeetion of the superior avarion neeve of the
remteining ovatry, widogried the duy of fiest vagead oeseens

Ape belt Flove elt Hhove + (ight Tlose Hight Thovs +
WSON PRGN

N el Mine (R FIR i

a i R Gl R R

N A R A 1ty

JR WAl R RIK LT

N XM RE A TN XAl A

A campared wah {eft o, p iy =0 Ay enmpard wirke npht
flove, g1 = 11408 (N dest e Disher'c evact prafminfiy 1oa ),

abserved it pats treated o days 1o 20, wd inceeise m
those treated an days 2o 28, tat no clleet whea the
tecatmient was daae on day 32 (Figure 1 panct A). Whaenthe
feft avary was fu s, compensatiry avalittion was fawer in
yab trested oo day 16 than in bose treited on days 00, 24,08
ar 32, Compuensatnry ovalation dacreased iy thase aninils
with scetivn uf the ket SON praduced o day Hoand 3
deerease terealter (Figure 1, panel 1),

The compensatuey ovasian hyperttaphy by dhe st aid
el owatics wirs dilferent swenrding ta the ape of treatuent,
Whea the SON wirs sectioned in 2R duy old aats, there was
an inerease i the COHE (Fipe 1 panels Cand 1)),

Our fimdiogs are consistent with those ol Agoado ad
Ojeda |3, who shawed thiat bilaterad seetion o the SON
alfected neither the st spontancous ovalidion nor the ape
of vaginal apening. Based on the dimiontion in die auidies
uf ova shed hy fhe denervited ovaries, we suggest that, as in
the afult e, the SON wndufates the ovabrtary respse i
a stinfitory s faterafised way in the pre- -pubestal rat.

Thuse resufts differ from tose uhiserved in pre-pubertd
rats with a periphieral poradrencrgic denervistion indueed by
unnthidine administration, where o delay in the age of
vaginal opening aimd o increase in the number of ovi shed
in the first ovelation were observed JS1 Sueh differesces
coald be explained by the age of denervation (newborn vy
rats during the infantile aod juvenile perinds) and by the
madel of study vsed. Guanethidine destrays peripheral sym-
prathetic nenrons when administered chronicalfy [TD] Mean-
while, seetion of SON remaves the noradienergic fibres of
parenchymal tissue of the ovary, inchadiog the interstitizl
gebaanne and Tolliculas walls, also the poepidergic information
arriving we the ovary (30 4]

The increase in the pumber of ova shad by Ilu: inneevated
owvity (campensatory avalation), which varics with the ape
when the section. wis doac, sujts the idea of acural
communicaliun between bath avaries, a8 suggested by athers

112 W aba cnreelates with defferent cepulatnry mechanpms
hetween the adult andd prepubertal animal [6).

The eHeers af bilateral section on ovelition are nob the
adubitiont of the effects of 1elt and righit dencevabion, implying
the existence ol pmadulatary effect i ponadotrophin action
ot avghtion v other senral pathways, Hilaresal section of
the SO did nat abfect ponadateophin plasma leveks | Y.

T the prepubenial aninal, compensatary ovalation amd
wearian ypesraphy aee nol pacalled and depend oo the i
sien ovary, sibar o the adalt rat [ LY. The neaal inforo.
tion agriving by the SON seems to play a dillereat yole o the
irharct amd beodovanectomised animal {ovabtian ente and
number of ovie shed by she dencervated avary),

In sty witde toth avaries, the deneevated aviy seleased
very (ew oy {npht ovity E9 8 b and feltavary 1.8 L L)
In the hemiovaoectomised aninals, 4 compensagory ovabi-
tion avcutied in b aviries, where the inaervation provided
by the SON was climinated. Combining the cesalte of all
hemiovaricetomised rats with section ol the SON, the right
avaey released 7.2 & R ovaamd the feft one 8.6 £ 8.5, Such
diftcrence conld tetlect the existence of other neard inpts
tor bty ovarivs i the intact animal, which ate pot proseut in
the hemmvaricctlomised aniinal,
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Ovarian norepinephrine content in prepubertal rats with
superior ovarian nerve section: temporal studies

R. Chavez, L. Marales, Ma.E. Génzalex and R. Dominguez

fiology of Reproduction Research Unit, Labaratory of Physiology of Reproduction, Faculiad de Estudios Superiores Zaragoza,

Universidad Nacional Autdnoma de México, AP 9-020, CP 15,000 México, D.F.,

Keywords: Ovary, calecliolamines, superior ovarian nerve,
prepuberty,

tntroductivn: A multiplicity of evidence supgest that the
sympathetic inncrvation contributes 10 the regulation of
avarian fupction {1-3). Noradrenergic innervation amives at
e ovary via e suspensory liganent (superior ovarian
nerve, SONY and ovarian plexus [4]. o previous reports we
have presented evidence that the unilateral sectioning of the
SON reduces the ovulatory respanse of the denervated gonad,
in both prepubental and adult vats [5, 6). In the prepobenal
animal the unilateral sectioning brovght about a diminution
i the number of ova shed by the denervated ovary, with an
increase in the innervated one. These results support the idea
of neural cammunication between toth ovaries {7] and sug-
gest the differing participation of the right and left nerves in
vvulation |5}

fascd on these rcsu!ls we decided 10 study the lcmpmary
cffects of the unilateral or bilateral seclion of the SON on the
ovarian catecholamine content in infantile and juvenile rats,

Materlals and metliods: Peepubertal female rats of ClIZ-V
strain  ohtained from our own breeding stock, were niin-
tained under conditions ol controlled Hglting (lights on (rom
05:00 10 21:00 h), The animals were kept with dams until day
21 when they were weaned, with (ree access (o {ood and tap
waler. )
~ On days 16 or 32 of age, the rats were assigned to the

foMlawing groups: {1) unlouched control rats; (2) shamy
aperated animals (SO) (3) rats with left superior ovarian
nerve section (LSON); (4) rats with right superior ovarian
neeve section (RSON) and (5) sals with both superior
ovatian nerves cul (BSON). All operations were done under
cther anaesthesia and the nerve was sectioned as described
previously [6).

Animals with each treatiment were klllcd by decapltation
24 or 72 h aller post-surgery or on the day of first vaginal
oestius (FVO). Al autopsy, right and lelt ovaries were excised

Méaico

and processed Tor calecholmnine sneasurenent. Eachy ovary
was homogenised in 300 pl, of 0.1 M perchloric acid contain-
ing dihydroxy-Lenzylamine as internal standard. Catechola-
mines were catracted lom homogenates by absorption in
acid-washed alumina, amd measured by HPLC {8). Samples
were assayed in 50 pl. duplicated aliquots,

Results were analyscd by multivariale analysis of variance
(MANOVA), fullowed by Tukey's test,

Results and discussion: No differences were observed in the
parameters studied between intact and shami-operated groups.
Therefare, we have presented only the resulls obtained from
animals with the sham operation. Only norepinephiine was
detected in the prepuberial rat ovary by the present methiod.
The contenl of catecholamine and the weight of ovanes
increased with the age, as seported by other awthors [2).
There were no differences between right and left ovary.

In 16 day old rats, the section of the left SON reduced the
concentralion of norepinephrine in the dencrvated ovary,
Rats killed 24 h after surgery showed a significant increase
in the content of catecholamine by the innervated one (right).
The content of the amine in the right ovary of animals with
section of the RSON was reduced at 24 h and 72 bk after
sectioning, while the bilateral section depleted the amine in
all groups (Table 1),

Animals denervated in the juvenile period (32 day old),
showed a reduction in the nurepineplrine content by the.
denervaled ovary. No detectable levels were observed in

“animals with tlie LSON killed at 24 h or on the FVO day.

BSON teduced she amine content of bath avaries at all times
studied (Table 2).

Section of the SON dunng the ml'umllc pcnnd pmvokcd an
increase in weight of ovarics at 24 or 72 h alter denervation,
while in juvenile animals this effect was observed in animals
with BSON, or with LSON and killed on the day of FVO.
This is probably sttributable to an increase in lhe wetglal by
hyperaemia of the gonud (Table 23). N

Our results show lhal in the ptcpubcrml 1at, lhc elfchs of .

Table I: Norepinephrine concentrarion (ng mg™!) in the le l{? (LO), ar right avary (RO} in 16 day old rats uuh or without superior ovarian
(l

rerve 1ectioning,

led a1 different times {means % SEM)

Time pos_l-wsgery

Group n 4 h n. T2 h n FvVO

50 10 5 036 £ 0.0 4 0.36 * 0.04 3 Q.67 X006
RO 3 029 2 0.14 4 132 £ 0.03 L] 0.67 £ 005

LSON LO 1 04l £001° 6 0.0% % 0.02* 5 G300
RO B 0.74 * 0.09%y 6 02} 0.0 1 0.65 £ 013

RSON LO -1 (132 % 0.04 9 0.21 2002 5 045 £ 0.1}

RO 5 NT) *a Y 0.15 * 0.05° 4 0.52 0720 -

BSON LO 4 ND 4 NI 5 ND

"RO 6 ND 4 ND 5 017 £ 007

* As vompared with fpsitiieral overy i SO, p < 045
aAr rmn;mrr.f wilth h;! nmn in ihr e grang. P < f !H



)

Tahle 2:

Norepinephrine concentration {ng mg~

R Chivez, L. Morales, Ms. £ Gonzeler and ], Dominguer

) in the teft (LO). or right ovary (RO} in 32 day old rats with or without superior ovarion
nerve sectioning, hilled ar different times (meam £ SEM)

pust-sutpery

Group n 14 h " 12 h n FVO
SO Lo 0 057 £ 008 8 0N+ 0m 4 V.70 £ 0.20
RO 0 0.62 £ 0,06 9 065 £ 0.7 4 0.64 + 0.21
LSON LO 5 N 6 030 % 0.4y A ND
RO 6 042 2 001 6 080 * 0.25 3 0.45 £ 0.06a
RSON LO ) 0 49 » g6 1 066 & 008 5 0.40 =0
RO 3 (L16 £ Q.04 8 0.1 £ 0.03% 7 042 £ 0.0)%
BSON LO 5 0.08 0 ] 0.28 % 0.1)° b 0.12 % 0.02°
RO 5 0.12 2 0.02¢ 6 0.14 % .05 5 0.34 % 0.25

¢ As compared with ipaifareral ovary in SO, p < 0.05.
a A1 compured with left ovary in the same group, p < 0.05, ND ~ not deteciable.

Tahle . Weight of ovaries (mg)in 16- or 12 day old raty with ar without superior ovarian nerve sectioning, killed at different timey
{means ¥ SEM),

Time post-surgery

Group pLE N Mh VO

16 days SO 9. £ 0.25 130 £ 098 4.4+ 490
LLSON 129 * 081* 176 073 4.7 % 150
RSON 10.} % 1.06 205 X 214 5.0 % 1L.07
BSON 115 + 0.63¢ 16.8 & 0.80" M6 =204

12 days SO 18.9 & 110 49 +230 18.5 + 430
LSON 0B % 191 29 =109 46.3 = LAY
RSONH 11 £ 1L.ed FANERRY 13.2 = 1.47
SON 9.0 %292 36T % 176 KL RE S & L
¢ Ay compared with ipsilateral ovary in SO, p < 0. 03 a As compared with left ovary in the 1ame group, p <005

the unilateral or bilateral sectiun of the SON on the concen-
tration of norepinephring are temporary, lateralised and sge-
dependent. Data from other authors have demonstraled that
bilateral transection of the suspensory ligament, in intact [9)
or stimulated juvenile rats {10), provokes a reduction in
ovarian levels of norepinephrine. Our sesulls show that the
fallin the ovarian catecholamine conlent persists until 30 days 3. Bahe, LM, 4nd Ben-Jonsthan. . 1981, Endocrinalngy, 108, 18131820
after transection of the SON, with pautaline recuperation, ".gr’s’;""f LE. It and Burden, HW. 1980, Anatomiral Recard, 196,

Data not published hy our laboratory have shown that the 5, Morales. L. Chiver, R, snd Domingues. K, 199), Medical Scitace
transection of the SON diminishes the number of follicles

belween ovaries. This provides in[orm.-.lion that could be
uniditectional (left to right ovary), and stimulatory.

I. Fernuz, J.. Banta. A Galleguilios, X. and Lara. ILE. 1991, mcu'm of
Reproducilun, 45, $91-997 :

2, Hen-Jonsthan, H., Atogast, LA, Rhosdes, TA and Dahe, £M. 1584,
_ Endocrinolegy, 118, 14161431 :

. Research 3, 15247

measurable, up 40% of the control values, suggesting that 6 Shiver. R Carciagu, 1. and D‘"‘""l“" R. 1991, Medical Science
avarian inncevation plays a role in the regulation of follicular. Q:::::,. 1., Marcheitl, B. Mwm-
growth, Furthermore, in the adult rat, the response of the .21, 1208

denervaled ovary to gonadotrophin administration was les. & ;‘;;'_‘fh“  Oke. A.. Mefford, 1. and Adem, R. 1976, Life Selence, 9.
sened [6]. (L is possible that the content of non:pincphnne is 9, Aguado, LI and Ojeds, 8. “ 1984, E!u’n(r(nnhmv. 1, 18481981 -
closely associated with the modulation of the follicle to the 10, Setatam, 0, Nol}utm E. Tmnun T. unl 198, dmlcmlrullumri'
gonadottophing, as reported by other authors (11, ' 13, 393395

~ Qur results an the temporary changes in concentration of

the neurotransmitter in ihe dencrvated avary afler surgery
support the idea of the de novo production of calecholummcs
by the ovary {2].

Ou the other hand the evidence from the unilatcmlly SON
sectioned animal, with a decrense in norepinephrine content
by the dencrvated avary and-a fast increase in the. inlact
gonad, sirengthens the idea of a neural communication

ua) |97l Nchmmd«m(mlnu

These studies were wnpnmd by Dlmciﬁn (Jcnml de Awnios dz} l’munal
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EL NERVIO OVARICO SUPERIOR COMO MODULADOR DE LAACCION DE LAS
GONADOTROPINAS

Moralvs, L. y Chdves, R.

Unidad de Investigneién en Biologio da la Reproduceion. FES Zureagorn, UNAM. Miaxico.
Resultados preving permiten suponer que ol Nervio Ovarico Superior (NOS) modula
In nccitn de las gonadotropinas sobre el ovario, ya que su seccidn provoea disminncion
de ln cuota ovulatorin. Para probar esta hiptesis, se analizé la respuesta del animal
denervadn al estfmulo gonndotrépico, sobre lo ovulucidn y el crecimienta foliculan
Ratoa de 32 dfus de edad fueron sometidas a seccitn del NOS lzquiecdn (SNOD),
derecho (SNQOD) o bilateral (SBNOQ), cuntro dfas despuds se aplicaran 8 w.i. de PMSG,
10 w.i. de hCG v 8 u.h de PMBG + 10 .. de hCG, el grupo testigo (TAY salo recibin
hormonas a los 36 dfns de edad. Los animuoles se sucrificaron al estro vaginal, con los
siguientes resultados

PMSG hCG PMBG+LCAG

(¢]] oD (4] on Ol on
TA 6.0209 66212 49210 b.440Y9 4421 h.bs08
SNOI 1.3:0.9*  5.720R cern’ 6.010086 ThH21.2 7.240.7

BNO h.B2).2 0.610.3* 60203 1.32G8% 15,1229 cero®

BIONO 76222 34233 39213 32209 5BlT 26216

*PPc0.06 va TA, L™ de Student.
En tos animales desnervados el ndmero de folfculos totales lue menor que en los
Leatigo, con sumenta del porcentaje de atrésicos. Los resultados indican que el NOS
madula la respuesta del ovario a {as gonadotropinas y regula de manera estimulante
el paso de loe folfculos de resurva a los de crecimento,
Truhajo apoyado por PADEP y DGAPA, IN210593,

1'5/20

SECRECAO PULSATIL DE LH EM RATOS: INTERAGAO COM A GLANDULA
PINEAL :

Nonaka, K.Q.*, Hossokawa, N.M.*; Casta Neto, C.M.*, Antunes-Rodrigues, J.'
*Dopto. do Cidncine Flalolégicas, Universldade Federnl de Sdo Carlos, 8P; 'Dupt.
Fisiologin da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Prete, USP . 8P . Brasil.

A literatura tem mostrado que s glondula pineal e seu produto de secregdo, o
melatonina, possui atividade antigonadotréfica. O abjetivo do presente trabalho foi
estudar a secregio pulsdtil de LH, com coletn de amostras de snngite n cada 6 minutos
durante 2 horos, em ratos intactos, castrados, pinealectomizados e pnwnh,ctomlmdns
+ costrados. Foi também estudada a seercgdo putsatil de LH em rator intnctos o
castrados tratados com nielatonina; e em ratos intactos ¢ pmealcctnmlmdns tratndos
com LHRH. Os resultadas mostram que a pinenlectomin (nem a operagén firtfein):
ndo madificn o secregdo pulsatil de LH. Entretanto, a pinealactomin pramove umn
diminui¢de dn ritino de secrepdo pulsatil de LH em resposta & castragho. O tratamento
cam melatonina (50pp/100g PC, sc, 30 minutos antes do infcio da coleta das amostras
de sangue) sejn em ratos mtnctos ou ratos castrados, nAo madificou a secregdn pulsatil
de LH. A secregdo de LH induzidn por LHRH (lGOngleOg PC, iv, 20 minntos antes dn
infeio do experimento) nido é diferente noa animais intnctos, Entrotanto, eata respostn
induzida ndo ocorreu quando os nmmma fnrmn plnoulectomlmdns 20- "l dias antes
do experimento, -

Ap-mn Fmancaim (‘APES FOMEN'I OIUI S(‘m’
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