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RESUMEN

El sistema nervioso central modula la maduracion del ovario por dos vias,
una hormonal y otra neural. La primera involucra la liberacion de factores
hipotalémicos que controlan la secrecién de las gonadotropinas y la segunda la
comunicacion entre el sistema nervioso central y el ovario, via los nervios
peptidérgicos y adrenérgicos. Sc sabe que la inervacion perifolicular modula la
accion de las gonadotropinas sobre ¢l desarrollo del foliculo. Por lo que en este
trabajo se analiz6 la participacién de la informacion neural que llega al ovario por cl
nervio ovarico superior sobre el crecimiento y la diferenciacién del foliculo ovérico.

Se utilizaron ratas hembra de 16 dias de edad a las que se les secciond el
nervio ovérico superior izquierdo, derecho o ambos nervios. Los animales fueron
sacrificados 4, 8, 12 6 16 dias después de realizada la desnervacion, Se realizé el
estudio morfométrico tanto en el ovario izquierdo como en el derecho de los
diferentes grupos experimentales,

A los 4 dias después de la scccion del nervio ovérico izquierdo, en ambos
ovarios se observa disminucion en el mimero de foliculos medianos (350-499um de
didgmetro), de los cuales aproximadamente el 10% de ellos son sanos. Mientras que
la cantidad de foliculos preovulatorios (>500pm de didmetro) aumnenta en el ovario
derecho (inervado) 8 los 4, 8, y 12 dias postoperatorios, en donde la mayoria de ellos
son atrésicos. A 12 dias posteriores a la cirugia, tanto en el ovario desnervado como
el inervado aumenta el numero foliculos pequefios (< 350 um de didmetro), éste
incremento se refleja en el nimero total de foliculos, '

La seccion del nervio ovérico derecho disminuye en el ovario desnervado el
namero de foliculos medianos a los 4 y 12 dias post-desnervacion, la gran mayoria
de estos foliculos son atrésicos. La poblacion de foliculos preovilatorios no se
modifica, sin embargo se sigue observando un alto indice de atresia.

Con la seccién bilateral del nervio no se modifica 1a poblacion total de
foliculos, sélo se observa disminucion por parte del ovario derecho a los 16 dias,
éste descenso esth dado por los foliculos pequetos.

Estos resultados muestran que la informacion catecolaminérgica y
peptidérgica que llega al ovario por el nervio ovérico superior participa en los
procesos de seleccion de los foliculos para que lleguen a ovular y su efecto sobre el
crecimiento folicular depende del tiempo transcurrido después de In desnervacion.,



INTRODUCCION

PUBERTAD

Los roedores al iniciar su vida reproductiva manifiestan una serie de cambios
conductuales y neuroenddcrinos que son indicadores de que han alcanzado la
madurez sexual, a esta etapa de la vida del animal se le conoce como pubertad. La
pubertad es el resultado de Ia integracion final de varios procesos neurohormonales,
muchos de los cuales se inician incluso antes del nacimiento (Ojeda y col., 1983;
Ojeda y Urbanski, 1994).

En los roedores hembra el Unico signo exterior que sefiala el comienzo de ia
pubertad es la canalizacion de la vagina, que ocurre enire los 35 y 40 dias de edad,
dependiendo de la cepa del animal en estudio. Se ha descrito que al momento de
producirse la canalizacidn de la vagina, el frotis vaginal corresponde a un estro; sin
embargo, en estos animales puede o no presentarse la primera ovulacion (Beci-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Goldman, 1981). ‘

La ovulacion es precedida por un incremento en las concentracibnes
plasmaticas de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de In hormona luteinizante
(LH), como respuesta & éste aumento el ovario incrementa su actividad
esteroidogénica, En ¢l tero, los estiégenos se unen a su receptor en donde inducen
el crecimiento del endometrio y del miometrio, lo que se refleja en el sumento en el
peso del drgano; @ su vez, en e} lumen del dtero se incrementa la acumulacion de
fluido (Ojeda y col., 1980a). '

Desde el nacimiento hiasta la pubertad se producen una serie de¢ cambios

morfo-funcionales en el eje hipotdlamo-hipofisis-gonada. Qjeda y colaboradores



(1980b) han propuesto la siguiente clasificacion en la que detallan los mecanismos

que desencadenan a pubertad.

1. Etapa neonatal. Abarca desde el nacimiento hasta ¢l dfa 7 de vida.
2. Etapa infantil, Del dia 8 al 21,

3. Etapa juvenil, Del dfa 22 al 32.

4. Etapa peripuberal. A diferencia de las otras ctapas, ésta es de duracidn variable

y culmina con la ovulacion.

ETAPA NEONATAL

El ovario de la rata presenta receptores a la FSH a partir del dia 4 de vida, -

mientras que para la LH aparecen entre los dia 5 al 9 (Sokka y Huhtaniemi, 1995).
No obstante que los receptores a las gonadotropinas aparecen al final de la ctapa
neonatal, sc ha descrito que estas hormonas existen en el plasma mucho antes del
nacimiento. Las evidencias de la aparicion tardia de los receptores a las
gonadotropinas, apoyan la hip6tesis de que el crecimiento folicular que se inicia en
esta etapa es independiente de la influencia de estas honimonas (Peters y col., 1973;
Ojeda y Urbanski, 1994; Malamed y col., 1992) y que una vez que sc han rebasado
los cuatro dias de edad, las gonadotropinas, especialmente la FSH, estimulan la
adquisicion de sus propios receptores, el desamrollo de las células foliculares y del
ovocito (Greenwald y Roy, 1994)

En esta etapa del desarrollo del animal, ain no se presenta cl control de
retroalimentacion negativo que ejercen los esteroides en la secrecion de las
gonadotropinas, debido a que la mayor parte de los esteroides plasmaticos se

encuentran unjdos a la o-fetoproteina, Una de las funciones principales de la o-



fctoproteina es proteger al cerebro de los efectos deletéreos de la exposicion a los

estrogenos (Beci -Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

ETAPA INFANTIL

La concentracion plasmatica de la FSH alcanza su maximo por el dia 12 de
vida, y poco después comienza a disminuir gradualmente. La concentracion de la LH
en el plasma es elevada, pero esta elevacion es menos evidente que la de la FSH
(Goldman, 1981; Ben-Jonathan y col, 1984). En la rata, el sistema de
retroalimentacion negativo que ejercen los andrégenos sobre la hipofisis en la
secrecion de LH, es funcional desde los 10 dias de vida, ya que los estrogenos
reemplazan a los androgenos a partir del dfa 16, con la disminucidn en la circulacion

de la o-fetoproteina (Sokka y Hultaniemi, 1995).

Al parecer, el incremento en la concentracion de la FSH en esta etapa puede
deberse a tres factores: [) que la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) sea en forma esporddica; 2) que los andx‘égenos 5 a-
reducidos faciliten la accion de la GnRH sobre la liberacion de las gonadotropinas
de la hipofisis anterior y 3) que en el hipotalamo ain no se_presenta la

retroalimentacion negativa ejercida por los estrogenos (Ojeda y Urbanski, 1994),

Durante la etapa infantil el porcentaje de proliferacion de los gonadotropos es
alto, al igual que la respuesta de la hipofisis a la GnRH. Por otra parte, la FSH
induce en cl ovario un aumento en la actividad de las aromatasas, que se traduce en

un incremento en 1a sintesis de estrégenos (Ojeda y Urbanski, 1994),

Durante la segunda semana de vida, los foliculos ovaricos estin sujetos al

control por parte de la FSH, de mancra tal que el ovario tiene la capacidad de



responder al incremento enddgeno de las gonadotropinas y como respucsta se da un

incremento en la sintesis de hormonas esteroides.

Tomando en cuenta que en el adulto ¢l desarrollo completo de un foliculo
toma aproximadamente de 15 a 19 dias, es posible que muchos de los foliculos que
aparecen en csta etapa puedan alcanzar el estado preovulatorio 'y ovular en la

primera ovulacion (Ojeda y Urbanski, 1994).

EVAPA JUVENIL

A lo largo de esta ctapa, la FSH plasmdtica continfia disminuyendo y las
secreciones esporddicas de la LH tienden a desaparccer; se establece el modelo de
liberacion pulsdtil de la LH con intervalos de pulsaciones de alrededor de 30
minutos. (Ojeda y col,, 1983; Urbanski y Ojeda, 1985). En csta fase la unidad
hipotalamo-hipofisis llega a responder completamente a los estrogenos plasméticos,
de manera que se hace evidente el mecanismo de retroalimentacion que ejercen los

estrdgenos sobre el hipotalamo.

La baja respuesta de la hipdfisis en esta etapa no refleja la falta de sefiales del
hipotalamo, sino que mas bien puede deberse, al mienos en parte, a una disininucion
en la respuesta de los gonadotropos a la GnRH; los cuales no vuelven a

incrementarla hasta un poco antes del primer proestro.

En la rata de 16 dias de edad el blogueo de la sintesis de catecolaminas - da

como resultado una clevacion en las concentraciones plasméticas de la LH, peroel

mismo tratamiento en la rata de 30 dias (periodo juvenil tardio), reduce las
concentraciones de la hormona. Estas evidencias nos permiten sugerir que - las
- catecolaminas juegan un papel dual, mientras que en los animales en la etapa infantil
cjercen un efecto inhibitorio, para los que finalizan la etapa juvenil serfa de tipo
estimulatorio (Urbanski y Ojeda, 1985).



El ovario continia creciendo bajo la influencia de la FSH y de la LIy se
caracteriza porque se presentan oleadas de crecimicnto folicular y atresia aunque en

ningin caso los foliculos alcanzan el estado ovulatorio (Greenwald y Roy, 1994).

Lu secrecion de la GoRH es modulada por una serie de neurotransmisares y
por las hormonas esteroides y peptidicas, los cuales ejercen cierto control en la
secrecion de éste factor liberador. Este control varia a lo largo de esta ctapa; por
cjemplo, In tasa de recambio de la noradrenaling (NA) y In dopamina (DA)
hipotatémica se incrementa. La habilidad de la DA para estitnular fa actividad de la
adenilato ciclasa disminuye, este efecto parece desarrollarse cuando incrementa la
tasa de recambio de DA (Lamberts y Wuttke, W. 1981, citado en Ojeda y col. 1983).

ETAPA PERIPUBERAL

Durante la quinta semana de vida post-natal, tanto las concentraciones basales
de la L1 en torrente sanguineo, como la amplitud de fos pulsos Hegan a ser mas
grandes cu la tarde que en la mafiana. Al parecer este modelo de secrecion, puede
ser importante para la activacién peripuberal de la funcion del ovario (Urbanski y
Ojeda, 1985). ‘

El incremento en la respuesta de la hipofisis a {a GnRH es esencial para que
ocurra el surgimiento preovulatorio de las gonadotropinas. La cascada de eventos
que dan lugar al pico preovulatorio de la LH se inicia por un incremento en lu
secrecidn de 17f-cstradiol por parte del ovario. A su wvez, las clevadas
concentraciones de estradiol permiten, por un lado, Ia cx;iresién de la schal neural
que dispara la liberacion de GnRH por parte del hipotélamo y por el oto, ef
incremento en a respuesta de los gonadotropos hipofisiarios al factor liberador lo
que provoca |a liberacion de a LH (Fink, 1988).



Durante los dias que preceden al surgimiento preovilatorio de las
gonadotropinas, la respuesta esteroidogénica del ovario se incrementa, lo que se
refleja en ¢l desarrollo progresivo de los foliculos destinados a ovular en el primer

estro vaginal (Espey y Lipner [994).
ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA INERVACION DEL OVARIO

Estudios anatomicos, histolégicos e histoquimicos muestran que el ovario
estd inervado entre otros, por componentes adrenérgicos y peptidérgicos del sistema
nervioso autonomo, los cuales derivan del plexo ovirico y del nervio ovarico
superior (Stefenson y col., 1981). En investigaciones posteriores, se ha mostrado la
presencia de esta inervacion desde las Gitimas etapas del desarrollo embrionario
(Ojeda y Urbanski, 1994).

El plexo ovarico es una rama de los plexos adrtico y renal; cuyos cuerpos

celulares preganglionares se localizan: en tos segmentos T10 y T11 de la médula

espinal. Este plexo esta formado por axones adrenérgicos embebidos en una matriz

de coldgena que reviste a la arteria y a ta vena ovarica, Las fibras del plexo ovarico
inervan a los oviductos, al ligamento ancho y se proyectan al interior del ovario
Jjunto con la arteria ovérica (Klein y Burden, 1988). '

El nervio ovdrico superior es una rama del plexo celiaco y sus cuetpos
celulares estdn presentes en los segmentos T7 a L2 del ganglio de 1a raiz dorsal y en
los segmentos T10 a L3 del ganglio paravertebral (Kleiny Burden, 1988). El nervio
ovarico transita por el borde del ligamento suspensorio (Fig. 1). un ligamento
tmiiscular que ocupa un pliegue en el peritoneo, e inerva al oviducta, al ovario y al
utero (Lawrence y Burden, 1980).

0



Ganglio celtaco

Ligamento
suspensorio

Nervio ovérico
superior

Fig. 1. Representacion esquemitica de Ia trayectoria del nervio ovérico superior -

(Tomada de Lawrence y Burden, 1980),



Los paquetes de fibras nerviosas provenientes del plexo ovirico y del nervio
ovarico supetior llegan al ovario y penetran al estroma ovérico, junto con los vasos
sangufneos. En algunas especies las terminales nerviosas se hallan en estrecha
relacién con los foliculos primordiales y en crecimiento, pero nunca penctran a las
células de ia granulosa ni tampoco al cuerpo liteo. En los foliculos que presentan
células tecales, fa inervacion adrenérgica llega hasta esta capa celular, pero no
atraviesan la membrana basal (Bahr y Ben-Jonathan, 1985; Burden, 1985;
Greenwald y Roy, 1994; Kannisto y col., 1986).

El nervio ovarico superior proporciona el mayor aporte de fibras
noradrenérgicas al tejido esteroidogénico de la glandula, en tanto que el plexo inerva
principalniente la vasculatura del ovario (Lawrcnée y Burden, 1980; Klein y Burden,
1988).

El ovario no sdlo recibe informacion noradrenérgica por el plexo ovirico y
por el nervio ovérico superior, sino también por via sanguinea y que proviene de la
médula suprarrenal. Una fuente mds de naradrenalina es la producida in sitv por ol
ovario (Ben-Jonathan y col. 1984). El sistema nervioso adrenérgico posee varios
tipos celulares con una capacidad completa de sintetizar catecolaminas pero sin la
morfologia neural tipica. Estos tipos celulares incluyen a las células ci‘omaﬁncsde la
médula adrenal, los cuerpos paradorticos y las células de los ganglios periféricos que
son intensamente fluorescentes, Sin embargo, ain no se sabe si alguna de éstas
células estdn presentes en el ovario y estén participanydo‘ en ¢l aporte de

catecolaminas (Ben-Jonathan y col., 1984).

La gonada femenina ademds de la inervacion catecolaminérgica, recibe fibras

peptidérgicas, las cuales Hegan por vias diferentes:

o La substancia P (SP) y el neuropéptido Y (NPY) lo hacen por el plexo netvioso.



o El péplido intestinal vasoactivo (VIP) lo hace por el nervio ovérico superior
(Ahmed y col., 1986; Kannistoy col., 1986).

PARTICIPACION DE LA INERVACION CATECOLAMINERGICA EN LA FUNCION
DEL OVARIO.

Actualmente es bien aceptado que la funcion del ovario es regulada no solo
por las hormonas, sing también por la influencia neural y trofica que recibe (Aguado
y Ojeda, 1984; Dominguez y col., 1991). Tanto los ovarios de animales inmaduros
como de los adullos conticnen una poblacion bien definida de receptores f§
adrenérgicos del subtipo B, los cuales han sido identificados por criterios tanto

funcionales como bioquimicos (Aguado y col., 1982).

Como ya se menciond, la incrvacién simpética que llega al ovario es
principalimente de tipo catecolaminérgico, de la cual, la noradrenalina es el
neurotransmisor mas abundante. El control noradrenérgico en la funcién del ovario
se inicia a cdades tempranas, esto es sugerido por la presencia de tirosina hidroxilasa
(enzima que intervicne en la sintesis de noradrenalina, en el paso de tirosina a L-
DOPA) en ovarios de ratas fetales o neonatales (Ojeda y Urbanski, 1994). Ya en
ovarios de ratas recién nacidas se detecta la presencia de NA, la cual incrementa su
concentracién a partir de los 5 dias de edad hasta los 35. El contenido del
neurotransmisor disminuye en el periodo peripuberal, coincidiendo con el
incremento en las concentraciones plasméticas’ de la FSH (Ben-Jonathan y col.
1984),

Se ha postulado que algunas de las funciones que realiza del ovario son
moduladas, al menos parcialmente, por Ja inervacién que llega a la gdnada, cntre las
que se cncuentran: la hipertrofia compensadora (Burden, 1985; Chivez y
Dominguez, 1994; Gerendai y col., 1978) el desarrollo folicular (Curry y col., 1984;

e



Lara y col,, 1990a, 1990b; Malamed y col., 1992) y la ovulacion (Chivez y col.,
1991; Dominguez y col., 1989; Morales y col., 1993).

Existen varios modelos que se utilizan para dilucidar la participacion de la
inervacion periférica en las funciones del ovario. De los inds utilizados y a los cuales

se hard mencion en este trabajo son los siguientes:

o Desnervacién farmacoldgica.

» Desnervacion quinirgica o estimulacion eléetrica de la inervacion simpatica.
» Blogueo o estimulacion de los receptores f-adrenérgicos.

o Bloqueo o estimulacion de los factores de crecimniento.

En Ia rata adulta la desnervacion con guanetidina (GTD), farmaco que
inicialmente reemplaza a la noradrenalina en la terminal nerviosa (Boullin y col.,
1966) y posteriormente destruye los nervios adrenérgicos (Lara y col,, 1990a);
provoca modificaciones en el ciclo estral, disminucién en el nimero de ovocitos
liberados y en el peso de los ovarios. La administracion de éste firmaco en la rata
recién nacida, induce retraso en la edad de la apertura vaginal, del primer estro y
aumento en el nimero de ovocitos liberados (Flores y col. 1990). Los autores
proponen una participacion diferencial de la inervacion en el proceso.de la ovulacion
entre €l animal adulto y el prepiber. Para el caso del animal‘ prepiber, la
ihfonnacién noradrenérgica de! ovario pudiera inhibir la reactividad del foliculo a
las gonadotropinas, mientras que en el animal adulto las catecolaminas ejercerian un

efecto estimulante,

En la rata hemicastrada el ovario remanente incrementa de peso, fenémeno

que se conoce como hipertrofia compensadora. La administracion local en el ovario

10



de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), neurotdxico que destruye las fibras simpticas, cs
capaz de bloquear a hipertrofia compensadora de la gonada; estos resultados se han
interpretado como que la inervacion catecolaminérgica modula el crecimiento de Ia

gonada remanente (Gerendai y col., 1978).

Tradicionalmente se ha explicado que la biosintesis de esteroides por parte
del foliculo ovirico se produce en respuesta a la accion de las gonadotropinas sobre
la feca interna y Ias células de Ja granulosa; sin embargo se presentan cada vez mas
evidencias que apoyan que la inervacion simpatica que Hega'al ovario, participa en
los mecanisinos que conflevan a la sintesis de esteroides. Asi, el grupo de Aguado
(1984) seffala que en la rata adulta, la seccion bilateral del nervio ovérico superior
provoca disminucion en Ja produccion de estrégenos y progesterona durante los
primeros minutos posteriores a la desnervacion. En un estudio posterior se sefiala
que en el dia del proestro, la seccion quirirgica del nervio ovérico superior
disminuye significativamente la concentracion de progesterona durante los primeros
treinta minutos y que se recupera a los 45 minutos, Por otro jado, fa concentracion
de estrégenos no se modifica durante el estudio. La alteracién en las concentraciones
de progesterona se acompafia de la disminucion en la conducta de lordosis (Erskine
y Weaver, 1988). Estas evidencias han pennitido postular que la inervacién

noradrenérgica es esencial en la biosintesis de esteroides.

En ratas de 24 dias de edad, la seccion bilateral del nervio ovérico superior
provoca disminucion del 60% en el contenido de noradrenalina del ovario, sin
afectar la edad de la apertura vaginal y Ja primera ovulacion (Agﬁado y Ojeda,
~ 1984). Resultados semejantes s¢ observan cuando se utiliza a la rata con seccién
 bilateral y se induce la ovulacion por la administracion de la gonadotropina del sucro
de yegua prefiada (PMSG); en donde disminuye la concentracion de NA sin que se
modifique el namero de cuerpos luteos (Selstam y col., 1985). Los autores sugieren



que estos nervios probablemente no juegan un papel determinante en la ovulacian,
aunque no se descarta su participacion dado que por Ia manipulacidn quirirgica no
se depleta por completo el neurotransmisor; o bien, que la falta de inervacion
noradrenérgica de como resultado el desarrollo de una hipersensibilidud de los
receptores P-adrenésgicos a Ias catecolaminas, ya que sumenta la cantidad de

receptores cuando se realiza este tipo de desnervacion.

Resultados previos de nuestro laboratosio han mestrado que los efectos de
utta seccion bilateral son diferentes a cuando sélo se climina la informacidn neural
que proviene de une de los nervios. En la rata prepiber la eliminacion unilateral del
nervio ovérico superior, provoca disiinucion en el nimere de ovocitos fiberados por
el ovario desnervado y aumento compensador por la gonada inervada; sugiriendo
que el nervio ovarico superior modula la respuesta ovulatoria de manera estimulante
y Iateralizada (Morales y col,, 1993). Asi mismo, se ha mostrado que la seccidn
quinirgica del nervio ovirico superior izquierdo, realizada en la etapa infantil,
proveca una cafda en la concentracion de NA del ovario desnervado y aumento
compensador en el ovario inervade 24 horas después de la desnervacion. Estos
resultado son interpretados por los autores, como la posible existencia de una

“comunicacion neural” interovarica (Morales y col., 1993; Chavez y icoi., 1994).

Aunado a las evidencias ya mostradas, a principios de ésta década, se postuld
que la actividad de los nervios catecolaminérgicos esth modulada por las
gonadotropinas (Ferruz y col, 1991). En estudios in vitro se ha _mostraddque la
estimulacion eléctrica del ovario causa incremento en la liberacién de la NA. Esto
solo se observa en el proestro y estro, indicando que la actividad de los nervios
sinpéticos del ovario aumenta durante las hotas cercanas a la ovulacion y que este
evento estarfa modulado por las gonadotropinas (Ferruz y col., 1991). Otros autores

han observado que en el dia del proestro el contenido de catecolaminas en el foliculo



disminuye después de que se presenta el pico preovulatorio de las gonadotropinas

(Ben-Jonathan y col.. 1982).

De acuerdo con otros autores, Lara y colaboradores (1990a; 1990b),
proponen que las catecolaminas ejercen un efecto facilitatorio en la funcion del
ovario, amplificando el efecto estimulante de las gonadotropinas. Ademds, es
conocido que las catecolaminas y las gonadotropinas sinergizan estimulando la
secrecion de esteroides por las células de la teca y la granuiosa (Ojeda y Urbanski,
1994), Asf, se hn mostrado que en cultivos de células teco-intersticiales la
gonadotropina coridnica humana (hCG) estimula la produccion de andrégenos, la
cual se incrementa aun mds en presencia de un activador de los receptores [
adrenérgicos como el isoproterenol. Los autores interpretan estos resultados como
que la noradrenalina intraovarica y/o circulante puede interactuar directamente de
una manera especifica con las células teco-intersticiales, para incrementar la
concentracion de androgenos, en particular de androstenediona y testosterona (Dyer
y Erickson, 1985).

ASPECTOS MORFOFUNCIONALES DEL DESARROLLO DEL  Folfculo
OVARICO.

La formacion de foliculos primordiales en el ovario - es precedida por la
migrﬁcién de células mesenquimdticas las que forman una cavidad estromal,
conteniendo presumiblemente grupos de células de la granulosa y él ovocito.
Subsecuentemente las células mesenquimaticas circundan a los ovocites formando
una capa sencilla de células de la granulosa, constituyendo asi los foliculos
primordiales (Hirshfield, 1992).

La formacidn del foliculo ¢s gradual e involucra la organizacion y

diferenciacion de varios tejidos. El proceso de Ia foliculogénesis se inicia con el
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paso de un ovocito desnudo a un foliculo primordial, el cual contiene ademads del
ovocito, una sola capa de células epiteliales foliculares planas conocidas como
células de la granulosa delimitada por la membrana basal. Este foliculo continiia
creciendo y las capas de células de la granulosa se incrementan y se transforman en
ciibicas, los folfculos con estas caracteristicas se conocen como secundarios,
Conforme se va diferenciando, el foliculo alcanza el tamafio adecuado para ser
ovulado, a esta estructura se le conoce como foliculo preovulatorio o de Graaf, en él
se pucde distinguir la teca interna de la externa y el antro folicular (Fig. 2)
(Greenwald y Roy, 1994).

Teca Teca
interia extenia  Cymulug
Precirsores de (félt“|“9 de Oopurus
las células dela  yyo 1 a teca
nulosa mbranad - Célylas de
B basal 1a granulosa
Ovocito Kifedar
;{cf ggida
Foliculo Foliculo )
Smm primario secundario Foliculo terciario

Fig. 2. Representacion esquemdtica del desarrollo del folfculo avérico (Tomado
de Ojeda, 1988),

14



Las células de In granulosa, son un componente importante dentro del
foliculo y forman una capa continua que rodea al avacito y lo aisla del resto de los
componentes del ovario. La proliferacion de éstas células son un indicio de la
diferenciacién folicular y su crecimiento es estimulado por la FSH y los estrogenos

(Chakravorty y cal., 1993).

Varios autores sugicren que existen diferencias regionales entre las células de
la granulosa de los foliculos antrales como: la Jocalizacion de receptores a péptidos,
enzimas y capacidad esteroidegénico, entre ofros. Estas diferencias estructurales y
funcionales son originadas de la especializacion regional de las células de la
granulosa. Dentro de esta especializacion pedemos distinguir células de la granulosa
en la parte periférica del foliculo cerca de la membrana basal; células periantrales,
las cuales se encuentran en contacto con cl liquido folicular y por dltime la region
que rodea al ovocito (cumulus oopurus). Los procesos metabdlicos como el
existente cntre el ovocito y el cumulus oopurus, se refiere a la cooperacion
metabélica a través de las uniones comunicantes por donde son transportados varios
compuestos en direccion de las células de la granulosa hacia el ovacito. Por otra
parte, hay evidencias de que el ovocito puede influir en el desarrollo de las células

delateca y de la granulosa, a través de ciertos péptidos (Greenwald y Roy, 1994),

Conforme se van diferenciando, las células de la granulosa adquieren
receptores a la FSH. La actividad mds evidente de la FSH sobre las células de la
granulosa se observa en los foliculos secundarios y terciarios, donde es caracteristica
la fornacién del antro y el crecimiento folicular acelerado, debido al incremento en
la actividad mitética de las células de la granulosa y a la acumulacion del fluido
folicular. La mitosis es méxima en las células de la teca y la granulosa en los
foliculos de 200 a 300um de didmetro. En esta etapa se adquieren también

receptores a la LH y  la capacidad de sintetizar las enzimas del citocromo P-450,



capaces de aromatizar a los andrégenos y convertirlos a estrdgenos. (Hirshfield,
1991b).

Las células de la teca sc diferencian en interna (esteroidogénica) y extema,
se sitian alrededor de la membrana basal y se considera que estas capas celulares se
originan de las células indiferenciadas que rodean por fuera a la membrana basal
(Hirshfield, 1991a).

Ambos compartimentos celulares, granulosa y teca, junto con la membrana
basal actiian como un sinsicio funcional caracterizado por la presencia de nexos y

desmosomas al que se le ha llamado unidad proliferativa (Greenwald y Roy, 1994).

LA PARTICIPACION DE LA INERVACION CATECOLAMINERGICA EN EL
DESARROLLO FOLICULAR

El proceso de ‘crecimiemo y diferenciacién de los foliculos ovaricos estd
regulado por la FSH y la LH. Estas hormonas al actuar en el ovario regulan la
foliculogénesis, la esteroidogénesis y la ovulacion. La inervacion catecolaminérgica
que recibe el ovario actiia modulando la respuesta de los foliculos al estfmulo
inducido por las gonadotropinas y las hormonas esteroides (Burden, 1985; Kannisto
y col, 1985; Stefenson y col. 1981). '

Evidencias recientes, sugieren que la diferenciacion folicular puede estar
influenciada por neurotropinas. Uno de los miembros de la familia de las
neurotropinas es el Factor de crecimiento Neural (NGF, por sus siglas en iﬁglés)
(Laray col., 1990b; Ojeda y Urbanski, 1994).

Es claro que tanto ¢l iniclo de la foliculogénesis, como la incorporacién de
los foliculos al grups en desarrollo, que da como resultado la formacion de foliculos

antrales; es un fenbmeno dependientc de las hormonas hipofisiarias. Sin embargo,



hay evidencias de que el ovario de la rata responde al VIP ain antes de que se inicie
la foliculogénesis y la respucsta de las células foliculares a las gonadotropinas, ya
que la administracion del VIP en ovarios fetales estimula la produccion de AMPc ¢
induce la actividad de las aromatasas, Estos resultados apuntan hacia el hecho que
en la rata, el crecimicnto del foliculo ovarico puede estar modulado, ademas de las
gonadotropinas, por los neurotransmisores que llegan a la gonada (Ahmed y col,
1986). ‘

Cuando los ovarios fetales son incubados con FSH o LH no se observa
actividad aromatasa, mientras que la administracion de AMPc o la activacion del
sistema de adenilato ciclasa produce un incremento en la actividad de las
aromatasas. Estos resultados penniten sugerir que éste mensajero intracelular puede

actuar ain antes de que se inicie el crecimiento folicular (Ojeda y Urbanski, 1994).

La inervacion aferente a la gonada participa en el crecimiento folicular. En
apoyo a esta hipotesis sc encuentran los trabajos del grupo de Malamed (1992)
quienes muestran en el ovario fetal la presencia de fibras catecolaminérgicas, antes
de que se manifiesten los foliculos primordiales; lo que indicaria qhe la inervacion
estaria modulando la formacién de los foliculos, Conjuntamente se ha mostrado que
Ia respuesta esteroidogénica del ovario a los neurotransmisores, se desarrolla antes
del inicio de la foliculogénesis y a la obtencion de la respuesta a las gonadotropinas
(Geotge y Ojeda, 1987).

Cuando se eliminan los nervios simpiticos y se disminuye la inervacion
nnlorlll del ovario, por la administracion de anticuespos al factor de crecimiento
neural (ab-NFG), se produce:

A.- Disminucion en la produccion de andrégenos y estradiol
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B.- Retraso en Ia edad de In primera ovulacién

C.- Alteraciones del ciclo estral

D.- Retraso en el crecimiento folicular, traducido en disminucion del nimero de
foliculos >450 pm de didmetro, acompafiado de un incremento cn el nimero de

foliculos pequefios nienores de 300 pm de didmetro.

Los resuliados han sido interpretados como que la inervacion simpdtica
perifolicular es importante para que ¢l foliculo alcance un estado preovulatorio. El
incremento en el nimero de foliculos totales es explicado por el aumento en el
mimero de foliculos preantrales, debido quiz4 a un mayor reclutamiento y/o freno

del desarrolto folicular (Lara y col., 1990b).

En Ia rata recién nacida ia administracion de GTD, provoca una marcada
acumulacion de los foliculos antrales pequefios y una relativa disminucion en el
nimero de foliculos grandes. En cuanto al nimero total de foliculos, se observa una
disminucion que estd dada por la baja cantidad de foliculos preantrales (Lara y col.,
1990a). En estos dos modelos de desnervacion (GTD y ab-NGF), s observa una
acumulacion de foliculos antrales pequefios y la diferencia entre ambos, s fque
mientras 1a desnervacion con GTD provoca disminucion en el nimero de foliculos
preantrales, la inmunosimpatectomia con el ab-NGF induce aumento de éstos
foliculos. Estas diferencias han sido explicadas por los autores como que la
administracion de GTD no modifica la inervacion sensorial, mientras que ¢l ab-
NGF disminuye éste tipo de inervacion. Al parecer la informacion sensorial actuaria
para que sc de una comunicacién intrafolicular; ya que la acumulacion de foliculos
pequefios antrafes inhibirfa In formacion de foliculos preantrales, via inervacion

sensorial (Lara y col., 1990a).



La desnervacion con GTD en la etapa fetal provoca aumento en cl niimero
total de foliculos al dia del primer estro vaginal, de los cuales una gran proporcidn
de ellos son atrésicos. Estas evidencius indican que la incrvacion catecolaminérgica
estd modulando la reactividad del foliculo a las gonadotropinas, especialmente por

parte de los foliculos que se encuentran en crecimiento (Quirdz, 1994) .

En el caso del ovario de la cobaya, que es una especie que presenta mayor
densidad de fibras adrenérgicas que la rata, se ha sugerido que los nervios pueden
servir como una influencia trofica en cl desarrollo folicular (Burden, 1985). Cuando
el ovario de la cobaya en etapa juvenil es sometido a una simpatectomia local por la
inyeccion intrabursal de 6-OHDA, disminuye el nimero de foliculos preantrales,
incrementa el porcentaje de foliculos medianos atrésicos y el nimero de foliculos
mayores de 700um de didmetro, sin afectar el peso del ovario ni el nimero total de
foliculos. Aparentemnente las influencia neurales sobre el desairollo folicular puede
variar con el tamafio del foliculo e inhibir tonicamente el desarrollo de los foliculos

preantrales (Curry y col., 1984).
ATRESIA FOLICULAR

La atresia es el proceso durante el cual el foliculo ovarico pierde su integridad
funcional y es eliminado antes de que pueda llegar a ser ovulado. Morfoldgicamente
es caracterizada por necrosis del ovocito y de las células foliculares (Biskov, 1978),
Este fendmeno es caracteristico de todos los mamiferos y vertebrados no mamiferos.
A lo largo de la vida del individuo, un ntimero considerable de folfcutos llegan a ser
atrésicos. En la mayoria de las especies de mamiferos, del nimero inicial de
foliculos con el que nace un indiﬁduo, entre ¢ 70 y 99.9% de cllos llegan a

degenerar a lo largo de su vida reproductiva (Hsueh y col., 1994).
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Los foliculos pueden llegar a ser atrésicos en cualquier fase de su desarrollo y
una vez que ¢l foliculo entra en la etapa de crecimiento éste tiene dos caminos:

ovular o degenerar (atresia).

En la rata, existe un periodo critico durante el desarrollo del foliculo, en el
cual se determina si éste va a ovular o si va a la atresia. Al parecer esto sucede

cuando el foliculo ya presenta antro (Fortune, 1994),

Con base a criterios morfologicos, Hsueh y colaboradores (1994) han
propuesto que en aquellos foliculos con antro, se pueden distinguir tres estados de

atresia;

Estado 1. Se caracteriza por un nimnero pequefio (<10%) de células de la granulosa
con uiicleo picndtico, ademas de que las célufas de la granulosa presentan

disminucion en la incorporacion de timidina[‘H].

Estado I, Presenta un porcentaje nayor (10-30%) de micleos picndticos en las
células de la granulosa y una menor incorporacion de timidina[’H], existen pocas
células en mitosis mientras que en ¢l antro se manifiestan células de la gfanulosa
descamadas. La membrana basal picrde su integridad y los leucocitos se infiltran ala

-capa de granulosa.

Estado HI. Estd caracterizado por la reduccion en el nimero de células de 1
granulosa como una consecuencia de la falta de mitosis en este tipo cclular. La capa
de células de la teca se atrofia. El foliculo ‘se célapsu y tarda aproximadamente 4
dias para disgregarse por completo.

Junto con los cambios morfoldgicos, se suscitan varias alteraciones bioqufiicas:

+ Disminucion en la sintesis de ADN por las células de la granulosa.
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. Supresion de la expresion de las proteinas conexinas 43, encargadas de las
uniones (gap junctions) entre las células de la granujosa, Esto csti asociado con
los cambios estructurales en las células de la granulosa, una vez que se ha

iniciado la atresia (Wiesen y Midgley, 1994),
. Disminucion de los sitios de unién a las gonadotropinas.

+ Disminucién de la sintesis de estrdgenos y a sit vez un aumento de la produccion
de progesterona. Esto es atribuido a una disminucion en la actividad de Ia enzima
Cpo liasa que conduce a una disminucion en el sustrato (que son los
androgenos) para la aromatizacion a estrogenos en las células de la granulosa y a

una pérdida en la actividad de las aromatasas.

A diferencia de lo que sucede con las células de la granulosa, en las células
tecales las alteraciones morfoldgicas ocurren hasta varios dias después de que es
afectado el foliculo. En la mayoria de las especies de mamiferos éstas células son
dafiadas exclusivamente en estadios avanzados de la atresia. Por otro lado, aunque el
desarrollo morfolégico de las células de la teca pueda ser normal, los autores han
sugerido que una inmadurez bioquimica pudiera llevar al foliculo a la atresia por
una produccion disminuida de los andrdgenos, los cuales a su vez deprivan a las
células de la granulosa de substratos para la conversion a estrogenos, sin los cuales,
el folfculo se atrofia (Greenwald y Roy, 1994).

Apopiosis en les felicaies eviricos

En muchos organos, la regeneracion y degeneracion de los tejidos involucra
un proceso activo llamado apoptosis. La apoptosis que se  caractetiza jiot
disminucion del volumen celular, condensacion de la cromatina y la formacion de

pequefios trozos esféricos de menbrana, los cuales contienen fragmentos nucleares
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llamados cucrpos apoptoticos; es un evento que toma lugar en los tejidos que
experimentan cambios o responden a alteraciones por estimulos fisioldgicos. Este
proceso activo toma lugar en células con cantidades normales de ATP y por lo
general requierc de ARNm y sintesis de proteinas (Schwartzman y Cidlowsky,
1993).

En células de la granulosa y de la teca de los foliculos sanos y atrésicos
(clasificados por alteraciones morfologicas), se analizaron preparados de ADN por
una fragmentacion internucleosomal de foliculos del mismo tamafio. En los foliculos
atrésicos se encontrd fragmentaciou del ADN; pero no en los foliculos sanos, hechos

que sugieren que {a apoptosis participa cn la atresia folicular (Hsuch y col., 1994).

Han sido propuestos tres modelos tedricos que pueden ser contemplados para
determinar la suerte de un foliculo, este puede llegar a la atresia via apoptosis o

desarrollarse hacia un-estado ovulatorio (Hsueh y col., 1994).

e Los foliculos que llegan a la atresia pueden estar predeterminados por una
deficiencia bioguimica o funcional inherente al ovocito, a las células foliculares o
a su microambiente inmediato. Ya que la mayoria de los foliculos son capaces de
crecer bajo una estimulacion hormonal apropiada, es improbable que éste

mecanismo sca labase de la atresia.

e Los cstimulos atretogénicos: andrégenos, GnRH ovérica, interleucina 6 (IL-6),
entre otros, ' '

o Los factores de supervivencia del foliculo: gonadotropinas (FSH, LH), estrogenos
y factores de crecimiento como; el NGF, cl factor de crecimiento epidermal
(EGF), el factor de crecimiento transformador (TGF), el factor de crecimiento de

2



los fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento parecido a la insuling
(IGF-1).

Los factores que inducen la apoptosis o los que la previenen, son especificos
para cada tipo celular, Las células pueden seguir varios caminos hasta llegar a la

activacion de las endonucleasas y a la muerte celular irreversible por apoptosis.

Las gonadotropinas son factores de supervivencia pues previenen la apoptosis
folicular ya que se ha encontrado que al bloquear cl surgimiento preovulatorio de
estas hormonas se induce un adelanto de la atresia mismo que se previene con la
administracion de gonadotropinas. Cuando se mide la incidencia de ADN
fraginentado cn ratas hipofisectomizadas y estimuladas con la FSH, se observa que

disminuye la apoptosis en las células de la granulosa (Chung y.Col., 1994).

Por otra pane,‘ se ha mostrado la presencia del EGF/TGFa. y bFGF, y de sus
receptores en el ovario, los cuales intervienen en la commicacion autécrina. y
pardcring, tanto de las células de la granulosa como de la teca. En el modelo de
estudio de apoptosis, en el que a células de la granulosa de foliculos predvulatmios
se les administra PMSG, se observa fragmentacion internucleosomal del ADN la
cual depende del tiempo transcurrido; a éste cultivo se han agregado EGF/TGFo y
bFGF por separado y se observa que cstos factores inhiben la fragmentacion del
ADN (Hsueh y col., 1994). |

En la rata, el péptido GnRH es un inhibidor de la diferehciacién del foliculo,
actuando a través de receptores especificos en las células de la teca y la granulosa.
Cuando este péptido es administrado a ratas hipofisectomizadas tratadas con
estrogenos, induce la fragmentacion del ADN (Bilting y col., 1994).
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Ll tratamiento con estrogenos aumenta el crecimiento folicular y el indice
mitdtico en las células de la granulosa. En contraste, los andrdgenos disminuyen el
peso de los ovario de ratas hipofisectomizadas previamente tratadas con estrogenos
y, causan deterioro folicular incrementando el nimero de nicleos picndticos en las
células de la granulosa (Hsueh y col., 1994). Se ha mostrado ampliamente que los
androgenos pueden inducir la atresia (Billing y col., 1993), los cuales inhiben fa
actividad de las aromatasas y estimulan la produccion de la progesterona cn las

céhulas de la granulosa.

Todas las evidencias mostradas llevan a plantear que solo aquellos foliculos
que llegan a determinado estado de desarrollo y coinciden con sefiales hormonales

especificas son apartados de la atresia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema nervioso central dirige la tmaduracion del ovario por dos vias; una
hormonal y otra neural. La primera involucra la secrecion de factores hipotalimicos
que controlan en la adenohipdfisis la secrecion de la LH, la FSH, la PRL y la
hormona del crecimiento (GH), entre otras. La segunda involucra uniones directas
entre el sistema nervioso central y el ovario, via los nervios peptidérgicos y
adrenérgicos. Al parecer la mayoria de estos factores reguladores llegan a
manifestarse claramente durante la etapa juvenil (Ojeda y Urbanski, 1994).

En la rata de 16 dias de edad, la seccion del nervio ovarico superior, retraso la
edad de la apertura vaginal y disminuyd el nimero de ovocitos liberados por la
gonada desnervada, que se aéompaﬁn de una disminucion de nas del 40% en el
numero total de folfculos, hechos que sugirieren que la inervacion noradrenérgica
participa en la regulacién del desarrollo folicular (Morales, 1991). Sin embargo, se
desconoce si este retraso en el crecimiento del foliculo se da de una manera gradual,
por lo cual en este trabajo se decidio estudiar ¢l efecto de la seccion unilateral o
bilateral del nervio ovérico superior realizada en Ia etapa infantil, sobre Ia
distribucion y diferenciacion del foliculo evaluado durante la etapa juvenil.

NPOTESIS
La inervacién noudrenérgic;n que proviene del nervio ovérico- superior,
modula de manera estimulatoria los procesos neuroenddcrinos que culminan con la
primera ovulacin, los efectos de la desnervacion uni o bilateral del nervio ovarico
- superior (principal fuente de inervacion catecolaminérgica) en la ctapa infantil de la

rata, provocard retraso en el desarrollo del foliculo, que dependera del tiempo de
evolucion,
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OBJIETIVO
Analizar la participacién del nervio ovérico superior, sobre el desarrollo y el

crecimiento folicular durante las etapas infantil-juvenil de la rata.

METAS

s Estudiar los efectos de la seccton del nervio ovérico superior sobre la incidencia
de la atresia folicular y la distribucion de los foliculos en. funcién de su didmetro.

o Analizar si ¢l patrén de distribucion de los foliculos depende del tiempo

transcursido después de la desnervacion.

MATERIAL ¥ METODO

Se utilizaron ratas hembra de la cepa ClIZ-V de 16 dias de edad, mantenidas
en condiciones controladas de iluminacién: 14 horas luz y 10 horas obscuridad
(luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso a la madre hasta el
destete (dia 21) y desde éste momnento al agua y alimento (ad libitum).

Al llegar a los 16 dias de edad, los animales fueron distribuidos en grupos

experimentales como a continuacion se detalla (Fig, 3).
GRLPOS CON OPERACION SIMLIADA (08)
Hembras de 16 dias de edad fueron anestesiadas con éter etilico, a las cuales

se les hizo una incision lateral de piel y misculo, sin tocar los érganos intemos.
Tenminada I laparotomia se procedié a suturar la herida. ‘
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GRUPOS CON SECCION UNILATERAL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR

Al igual que en el caso anterior a los animales sc les realizé la incision de piel y
musculo, se sacd el ovario derecho o izquierdo y una vez identificado el liganento
suspensorio se secciond el nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho
(SNOD), aproximadamente a | cm de altura del ovario (ver Fig. 1), El ovario fue
regresado a la cavidad abdominal y se suturd la herida.

GAUPOS CON SECCION BILATERAL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR (SBNO).

Se realizd de la misma manera que la seccion unilateral, pero en este caso se

seccionaron el nervio ovarico superior izquierdo y el derecho.

Fig. 3. Representacién esquemitica del protocolo experiments),
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Para verificar que la seccion del nervio ovarico superior se realizo
correctamente, a la autopsia se observo que el ovario desnervado, unido al \tero, se

encontrara libre en la cavidad abdominal,

Los animales fueron pesados y sacrificados por decapitacion a los 4, 8, 12 6
16 dias posteriores a la desnervacion (20, 24, 28 o 32 dias de edad,

respectivamente), Se disecaron y pesaron los ovarios y el ttero.

Para el andlisis de la poblacion folicular los ovarios izquierdo y derecho de
tres animales por grupo experimental, fueron fijados en solucion de Bouin. Los
ovario se pasaron por alcohol a diferentes graduaciones (desde 70° hasta absoluto),
posteriorniente fueron incluidos en parafina, cortados en fonna seriada a 10 yumn de

espesor y teflidos con la técnica de hematoxilina-eosina,

En los cortes histologicos se midieron, con la ayuda de un ocular
micrométrico, el diametro mayor y el perpendicular a éste de todos. aquellos
foliculos que presentaron ovocito con nicleo y nucleolo bien definido, reportandose

un promedio de estas dos mediciones (Fig. 4).

Fig. 4. representacién esquemibtica del método utilizado para obtener el
didmetro promedio de los foliculos.
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Los foliculos fueron clasificados en funcidn del didmetro promedio, como
chicos (<350jun de didmetro); medianos (350-499um) y grandes (>500pum).

En todos los foliculos medidos se analizo si se trataba de un foliculo sano o
atrésico. De acuerdo a los criterios establecidos por Hsuel y colaboradores (1994),
se considerd. como foliculo atrésico aquél que presentd una o nds de las siguientes

caracteristicas;

o Picnosis nuclear de las células de 1a granulosa
¢ Descamacion de las células de la granulosa
¢ Engrosamiento de las capas de la teca folicular

o Alteraciones del ovocito

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media con su ervor estandar (eem), Los
resultados del nimero de foliculos, del diametro promedio folicular, del peso
corporal y de los érganos se analizaron por la prueba de analisis de varianza miltiple
(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey, En todos los casos se consideraron
estadisticamente significativos aquellas diferencias cuya probabilidad fuera menor o

igual al 0,05,
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RESULTADOS

PESO CORPORAL

£l peso corporal de los animales intactos sacrificados a diferentes edades se
incrementa con la edad (Fig. 5).

100 -
80 4

g 60 N
40 -

20 -

I,

16

20

24

28

32 Dias de edad

36.140.5

40.4£0.3

44.1£1.9

59.810.9

85.8:1.3

Fig. 5. Media del peso (g) de ratas testigo absoluto, sacrificadas a los 16, 20, 24,

28 6 32 dias de edad.

La operacion simulada realizada a los 16 dias de edad no ﬁmdiﬁcn ¢l peso

corporal independientemente del tiempo post-cirugla. La desnervacion unilateral o

bilateral del nervio ovérico superior no altera el incremento de peso con la edad,
excepto cuando se realiza Ia seccion bilateral del nervio y es evaluada a los 16 dias

poitoperntorios (Tabla 1).
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Tabla 1. Mediateem del peso corporal (g) de las ratas con operacion simulada
(0S) o seccion del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
de ambos nervios (SBNO) a los 16 dias y sacrificadas 4, 8, 12 ¢ 16 dias después.

Diss Pﬂl“"ml os SNOI SNOD SBNO
ala
| __desnervecion

4 dias 38.0+08 40.240.9 39.310.3 37.3:2.1
8 dlas §8.0+1.5 61.511.2 61.611.9 56.1108
12 dias 67.543.3 72.742.9 73.142.1 62.0:0.9
16 dias 94.142.3 97.941.7 96.612.3 774:31 *

* p<0.05 vs. OS (prueba de ANDEVA, seguida de Tukey)

PESO DE ORGANOS

En los animales con seccién del nervio ovarico derecho y sacrificados 4 dias
* después, se incrementa el peso de los ovarios y del utero, mientras que cuando se
corta el nervio ovdrico izquierdo solo incrementa ¢l peso del utero. Resultados

semejantes se observan en ¢l grupo con seccién de ambos nervios.

Transcurridos 8 dias de realizada la desnervacion se aprecia que el peso del
atero_incrementa en los animales con seccion unilateral respecto al grupo con
operacion simulada. Efecto contrario se presenta cn las hembras con seccion

bilateral y sacrificadas 16 dias después de la cirugia (Tabla 2).



Tablz 2. Mediateem del peso absoluto (mg) de los ovarios y del Gtero de ralas
con operacion simutada {(0S) o seccidn del nervio ovérico superior izquierdo
(SNOV), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO) a los 16 dlas y sacrificadas
alos 4,8,126 16 dias después de la desnervacion.

Ovarios . Ovarios ]
lzquierdo Derecho Utero || lzquierdo Derecho | Utero
4 dias 8 dias
0S | 87106 8.8106 | 31.1+1.4 [[12140.5 | 13.741.2 {46.4+4.9
SNOI | 9.141.0 | 10.440.5 | 38.041.6 *[|16.542.5 | 16.811.4 | 76,4442 *
SNOD | 12.0:0.8 %] 12.010.9 ¥| 46.843.1 *[| 16.4:0.6 | 14.412.3 |61.7122*
SBNO | 12441.0*] 11,5113 | 39.4+1.6 "]/ 11.0:0.5 | 121126 [48.744.2
12 dias 16 dias
0S | 136416 | 1356432 | 42,2439 || 169+16 | 15.0+1.0 [101.6+14.
SNOI | 12.3+1.9 | 16.8+1.2 | 53.9+3.9 || 14.5+1.1 | 149434 | 98.418.7
SNOD | 154414 | 99413 | 63.5¢7.7 || 18.141.0 | 11.7¢1.0 | 86.5:9.8
SBNO | 13.630.9 | 122106 | 44,5146 || 11.4¢1.1 | 11.110.8 *| 53.4:2.3 "

* p<0.05 vs. OS (prusba de ANDEVA, seguida de Tukey)

POBLACION FOLICULAR

Andlisis de la distribucidn de la poblacién folicular de los ovarios de
animales con operacion simulada,

En el grupo de animales con operacion simulada, el ndmero total de

foliculos medidos disminuye conforme el animal se acerca a la pubettad. El ntmero

de foliculos presentes en el ovario izquierdo no es diferente al del ovario derecho

(Fig. 6).
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Fig. 6. Mediateem del niimero total de foliculos (en linea continua) y por ovario
izquierdo (O1) o derecho (OD) de ratas con operacién simulada y sacrificadas a
los 4, 8, 12 6 16 dias posteriores a Ia laparotomia. '

‘En la tabla 4 se muestra la distribucion de los foliculos por rango en cada
uno de los ovarios, Como se observa, el nimero de foliculos pequefios (<350um de
didmetro) disminuye conforne avanza el tiempo de evolucidn, mientras que los
foliculos medianos se mantienen de los 4 a los 8 dfas postoperatorios y tienden a
disminuir a partir de los 12 dias. El nimero de foliculos preovulatorios sc mantiene
de manera semejante de los 4 a los 12 dias y sélo disminuye en el ovan'obizquierdo a
los 16 diss. En ninguno de |os (res tipos de foliculos se observan diferencias entre el

m’xmerd de foliculos presentes por el ovario izquierdo y el derecho.
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Tabla 4. Media:teem del nimero de foliculos par rango en el avaria izquierdo (Ol)
y derecho (OD) de ratas con aoperacidn simulada realizada a los 16 dlas y
sacrificadas a los 4, 8, 12 6 16 dlias posteriores a la laparotomia.

Dias posteriores a <350 um 350-499m > 500 um
la desnervacion
4 dias Ol 206.0+20.0 27.647.1 11.641.8
‘oD 223.0424.8 23.640.6 7.0+2.0
8 dias Ol 183.0+21.6 22.614.7 11.641.8
oD 181.6427.1 22.613.9 6.3+1.7
12 dias Ol 113.3116.3 * 12.042.0 11.0t15
oD 146.614.1 * 15.613.1 86106
16 dias Ol 117.3420.0 * 13.013.6 5.311.7
oD 151.046.4 * 21.047.0 12.0£3.0

* p<0.05 vs. 4 dias, mismo ovaria (prugba de ANDEVA, segulda de Tuksy)
Andlisis de la distribucion de la poblacion folicular de loy ovario de
animales con seccidn del nervio ovdrico superior,

En la Fig. 7. se muestra el corte histologico del ovario de un animal con

operacioh simulada (a) y de uno con seccién del nervio ovarico izquierdo (b),

sacrificados 12 dias después de la cirugia. En el ovario desnervado se puede -

abservar una apariencia normal de la gonada, diferentes tipos de faliculos y una

mayor proporcion de foliculos en la etapa de crecimiento, respecto al de operacian
simulada, ’

La desnervacion uni o bilateral del nervio ovirico superior no modifica el niimera
total de foliculos medidos en ambos ovarios, excepto en el grupo con seccion del
nervio ovérico izquierdo y sacrificados 12 dias posteriores a la desnervacién, en
donde se aprecia un aumento en la poblacién de los foliculos medidos (ﬁbla 5).
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Fig, 7. Cortes histologicos dei ovario de un animal con operacién simulada () y
del ovario desnervado de un animal con seccién del nervio ovérico izquierdo (b).
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Tabla 6. Media + eem del numero total de foliculos presentes en ambos ovarios
de ralas con operacion simulada (OS) o seccidn del nervio ovarico superior
izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO) a los 16 dias y
sacrificadas 4, 8, 12 6 16 dias post-desnervacion.

4 dias 8 dias 12 dias 16 dias

0S 499.0+34.6 428.0:43.0 | 307.3£156 | 307.3+20.5

SNOI 406.6+39.8 521.61168.0 | 494.0+42.0* | 317.6425:6

SNOD 473.3137.9 351.3+37.9 | 328.0420.9 | 347.0+88.2

SBNO 552.0+117.2 | 33231346 | 339.049.7 270.61+34.6

* p<0.05 vs. OS (prueba de ANDEVA, seguida de Tukey)

Los efectos de la seccion del nervio sobre la dinamica del crecimiento
folicular, tanto en la gonada intacta como cn la desnervada, sobre el wimero total de

foliculos en ambos ovarios se describen a continuacion:

La seccion del nervio ovarico superior derecho provoca a los 4 dias post-
desnervacion una disminucion del nimero de foliculos en el ovario desnervado, sin
cambios en la gonada intacta. Mientvas que la seccion del nervio ovarico izquierdo o
la de ambos nervios no modifica ¢l total de foliculos medidos 4 dfas (lespués de la

cirugla (Fig. 8).
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p<0.05 vs. OS (prueba de ANDEVA seguida de Tukey )

Fig. 8. Mediateem del namero total de foliculos en el ovario izquierdo y el
derecho de ratas con seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOIY),
derecho (SNOD) o de ambos (SBNO) a los 16 dias y sacrificadas 4 dias después.

A los 8 dias postoperatorios en ninguno de los grupos con desnervacion se observan

cambios en la poblacion folicular coh\parado con su testigo (Fig, 9).
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Fig. 9. Mediateem del nimero total de foliculos en el ovario izquierdo y el
derecho de ratas con seccién del nervio ovirico superior izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos (SBNO) 2 los 16 dias y sacrificadas 8 digs después.

A los 12 dias post-desnervacion, la seccion del nervio ovérico izquierdo
provoca aumento en el mimero de foliculos tanto en la gonada desnervada como en
1a que mantieue intacta su inervacion. Con la seccion del nervio‘ derechb, ¢l ovario
desnervado no presenta modificaciones en Ja poblacion total de foliculos, mientras
que el ovario intacto (izquierdo) muestra aumento del m’uﬁero de foliculos medidos.
Con la seccion de ambos nervios no se modifica la poblacin total de foliculos (Fig.

10).
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)
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* p<0.05 vs. OS (prueba de ANDEVA seguida de Tukey)

Fig. 10, Mediateem del nimero total de foliculos en el ovario izquierdo y el
derecho de ratas con seccién del nervio ovirico superior izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos (SBNO) a los 16 dias y sacrificadas 12 dias después.

Cuando se analizan los efectos de la seccién a los 16 dias postoperatorios,
en los grupos con desnervacion uni o bilateral del nervio ovérico superior, la gonada
derecha presenta disminucion en el nimero de foliculos, mientras que el ovario

‘jzquierdo no presenta diferencias respecto al grupo con operacién simulada (Fig. 11)
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Fig. 11. Medinteem del numero total de foliculos en el ovario izquierdo y el
derecho de ratas con seccién del nervio ovdrico superior izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o de ambos (SBNO) a los 16 dias y sacrificadas 16 dias después,

Andlisis de la poblacidn folicular en funcion de su didmetro.

Como se mostrd en la Fig. 6, en el animal con operacion simulada el
niimero de foliculos por el ovario izquierdo y el derecho fue similar. Se uso la media
del nimero de foliculos por ambos ovarios de estos animales con  operacion
simulada y se utiliz6 como grupo testigo en el analisis de la poblacion folicular del

animal con seccion del nervio ovérico superior.

En este apartado se muestra la dindmica del crecimiento folicular

distinguiendo a los foliculos por su tamafio y agrupandolos en tres grandes rangos.
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Fin las siguientes figuras, las graficas del panel izquierdo muestran la distribucion
del namicro total de foliculos en funcion de su didnietro, por tipo de seccion y en las
diferentes edades estudiadas. En el pauel derecho se muestra el nimero de foliculos
sanos, los cuales derivan del total (visto en el panel izquierdo) y donde el resto

corresponderia a los foliculos atrésicos,

La seccién del nervio ovdrico superior izquierdo provoca anmento del
niamero de foliculos pequenos (< 350um) a los 12 dias postoperatorios en ambos
ovarios y a los 16 dius se observa disminucion de este tipo de foliculos en el ovario
derecho (gonada inervada) (Fig. 12a). De éste total el niimero de folfculos sanos con
un didmnetro menor a las 350pm, disminuye en ambos ovarios a los 4 y 12 dias
posteriores a la desnervacion y a los 16 dias solo por la génadav inervada, comparado

con el grupo con operacion sithulada (Fig. 12b).

El nimero total de folfculos medianos (350-499um) presentes 4 dias
después de la desnervacion esta disminuido en ambos ovarios (Fig. 12c). La
cantidad de foliculos sanos en el ovarie desnervado se mantienc baja hasta los 8 dias
posteriores a la desnervacion y todos son atrésicos a los 12 dias en los dos ovarios,

mientras que el nimero se nonnaliza cuando han transcurrido 16 dias (Fig. 12d).

Cuando se analiza la poblacion de follculos grandes (>500pm) se observa que la
goéunada desnervada no presenta inodificaciones en éste tipo de foliculos a lo largo
del estudio; mieutras que el ovario derecho (la gonada que pemjmlece inervada)
aumenta el nimero de foliculos a los 4, 8y 12 dias postoperatorios (Fig. 12¢).
Dicho aumento esté dado por el incremento en el indice de atresia, ya que no se
aprecian foliculos sanos a los 4, 12 y 16 dias, mienlfns que el ovario desnervado
(izquierdo) no presenta foliculos sanos a los 4 y 12 dias (Fig. 12f).
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Fig. 12. Medinteem del nimero total de foliculos por rango (panel izquierdo) y
de sanos (panel derecho) en el ovario izquierdo y derecho de ratas con operaclén
simulada (OS) (raya continua) o seccidn del nervio ovérico superior izqulerdo
(SNOI) a los 16 dias y sacrificadss 4, 8, 12 6 16 dins posteriores a s
desnervacion
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La scccion del nervio ovirico superior derecho induce en el ovario
desnervado disminucion del nimero de foliculos pequeiios (<350pm) 4 dias después
de la seccion, mientras que en el ovario izquicrdo se observa awmento a los doce
dias (gonada inervada) (Fig. 13a). En el ovario desnervado el nimero de foliculos

sanos esta disminuido a los 4, 12 'y 16 dias (Fig, 13b).

El andlisis de los folfculos medianos (350-499pm) también muestra wuy
disminucion por el ovario desnervado a los 4 y a los 12 dias postoperatorios (Fi,
13¢c). A los 4 dias la génada desnervada no presenta folfculos medianos sanos, de
igual manera a los 16 dias post-desnervacion disminuye la cantidad de foliculos

sanos en el ovario intacto y no se modifica en el desnervado (Fig. 13d).

La poblacion de foliculos preovulatorios (>500pm) no se ve modificada por
la seccion del nervio ovarico derecho, excepto a los 4 dias donde ambos ovarios
presentan una disminucion en éste tipo de foliculos (Fig. 13¢); igual a lo que se
observa con los foliculos medianos, no se¢ observan foliculos sanos en el ovario
desnervado 4 dias posteriores 4 la cirugia. A los 8 y 16 dias de evolucién no se ven
cambios en la cantidad de foliculos sanos, mientras que a los 12 dias tanto el ovario
desnervado (derecho) como el inervado (izquierdo) no presentan  foliculos

preovulatorios sanos (Fig. 13f)
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Fig, 13, Mediateem del nimero total de foliculos por rango (panel izquierdo) y
de sanos (panel derecho) en el ovario izquierdo y derecho de ratas con operacidn
simulada (0S) (raya continui) o seccién del nervio ovérico superior derecho -
(SNOD) a los 16 dins y sacrificadas 4, 8, 12 6 16 dius después,
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La seccidn bilateral del nervio ovdrico superior, solamente provoca disminucion
del nimero de foliculos pequenvs por of ovario derecho a los 16 dias post-
desnervacion (Fig. 144), sin embuargo, el ndmero de foliculos sanos en ambos ovarios
esta disminuido a los 4 v 8 dias y a los 12 dias solo por el ovario izquierdo, micntras
que a los 16 dias el nimero de foliculos sanos pequeiios no es diferente a la

operacion sinulada (Fig, 14b)

En el nimero de foliculos medianos (350-499um) hay  disminucion de
foliculos en el ovario derecho a los 4 y 8 dias después de la desnervacion y a partiv
de los 12 dias éste ovario se recupera (Fig. 14c). Este comportamiento se refleja en
¢l ntumero de foliculos sanos por el ovario derecho, ya que desde los 4 dias se da
disminucion y a los 8 dias no se observan. El ovario izquierdo se ve afectado en su

cuota de foliculos medianos sanos a los 8 y 12 dias (Fig. 14d).

La seccion bilateral del nervio ovarico superior no modifica el niniero total
de folfewlos grandes (>500um), independiententente del tiempo post-desnervacion
(Fig. 14e). Cuando sc analizan cuantos de éstos foliculos son sanos se observa que
en el ovario izquierdo no se ve modificado este tipo folicular a los 4 ¢ 16 dias,
mientras en la gonada derecha no hay foliculos preovulatorios a los 4 y 8 dias; y a

los 16 dias éste ovario preséma un aumento en la cantidad de sanos (Fig. 14f),
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Fig. 14. Mediateem det nimero total de foliculos por rango (panel izquierdo) y
de sanos (panel derecho) en el ovario izquierdo y derecho de ratas con operacion
simulada (OS) (raya continua) o seccién bilateral del nervio ovirico superior
(SBNO) a los 16 dias y sacrificadas 4, 8, 12 y 16 dins después.




DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que en la rata prepiber la falta de
informacion neural que transcurre por el nervio ovéarico superior, incrementa la
atresia folicular, lo que permite sugerir que la inervacion aferente al ovario modula

de manera estimulatoria la diferenciacion del foliculo ovirico.

La informacion neural que transcurre por ¢l nervio ovarico superior no es
fundamental en el control del peso corporal, ya que la seccién uni o bilateral de éste
nervio realizada en la etapa infantil de la rata, no lo modifica ain después de haber
transcurrido 16 dias. Resultados semejantes pero en la etapa juvenil (Aguado y
Ojeda, 1984), muestran que la seccion bilateral del nervio ovirico superior no
provoca modificaciones en el peso corporal, ni observan cambios en Ia
concentracion plasmatica de la GH. A diferencia de lo que se presenta cuando la
desnervacion se realiza con GTD, en donde se ha mostrado que la administracion de
éste farmaco provoca disminucion del peso corporal ( Lara y col, 1990a; Flores y
col, 1990). Es posible que la GTD al actuar sobre todas las fibras
catecolaminérgicas del sistema nervioso periférico, se este modificando la secrecion
de la GH, evento que no ocurre al eliminar solo la informacion que llega por el

nervio ovarico superior.

Previamente ha sido mostrado que la seccion del nervio ovérico superior en el

animal prepiber, induce alteraciones en el peso del ovario evaluado al dia del priier

estro vaginal (Morales y col., 1993), asf como en la rata _adhlta (Chavez y col,,

1991). En el presente estudio los cambios en el peso del ovario dependen del nervio
seccionado y del tiempo transcurrido después de la desuervacién. El hecho que la
seccion del nervio derecho sca capaz de inducir incremento del peso de los ovarios,

mientras que la seccion del nervio izquierdo no, pone de manifiesto que la
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informacion neural de cada uno de los ovarios es diferente, tal y como se ha
postulado que ocurre en la rata adulta (Klein y Burden, 1988), o bien, que existe una
sefial neural interovdrica que se traduce dependiendo del ovario que queda inervado,
Sin embargo, es importante resaltar que el peso de glandula no necesariamente es el

reflejo de la actividad del drgano.

El peso del itero se utiliza como un indicador biolagico de la actividad
esteroidogénica del ovario. La seccidn uni o bilateral del nervio ovirico superior en
la etapa infantil, provoca aumento del peso del dtero 4 dias posteriores a la cirugfa.
Es posible que éste incremento se deba a una mayor actividad esteroidogénica por
parte de la gonada, sin embargo, no se tienen evidencias que apoyen ésta
interpretacion, Al momento, se sabe que éste tipo de desnervacién  produce
disminucion inmediata de la tasa de liberacion de estrogenos y progesterona, hasta
aproximadamente 30 minutos después de realizada la intervencion, pero no se
conoce que este efecto ocurra en tiempos posteriores (Aguado y Qjeda, 1984;
Erskine y Weaver, 1988),

Dado que en este estudio la desnervacion quirirgica se realizé a los 16 dias
de edad, donde las crias ain son alimentadas por la madre,. se debe tener presente
que algunas de las alteraciones en el patron de crecimiento folicular, pueden estar
dadas por un mecanismo adicional de origen maternal. La leche de la rata coufienc
un péptido similar a la GnRH (GnRH-like), ¢f cual se une a receptores especificos
en las células de 1a teca y de la granulosa (Qjeda y Urbanski, 1994). Ya que en los
auimales con seccion del nervio ovérico sujierior se observa que incrementa el indice
de atresia, es posible sugerir que la inervacién de la goénada estd modulando Ia
accion del GnRH:-like, la cual presenta efectos inhibitorios en Ia diferenciacion del
foliculo e induce apoptosis celular (Hsueh y col., 1994).
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Ademas de los factores ya seiialados que participan en ¢l desandllo del
ovario, se debe tener presente las condiciones neuroendocrinas del animal al
momento en que se realiza la desnervacion. Asi, existen trabajos donde se muestra
que et el ovario de la rata durante la ctapa infantil, se presenta una dindmica
folicular alta, incluso mayor a la que se ohserva en la etapa juvenil (Hirshfield,
1991a; Greenwald y Roy, 1994). El que Ia seccion del nervio ovarico superior en la
etapa infantil provoque modificaciones sobre el crecimiento folicular que dependen
del tiempo post-desnervacion, permite sugerir que la informacion aferente al ovario
estd modulando las etapas del desarrollo y diferenciacion del foliculo ovérico, y que

esta modulacidn es diferente para cada ovario.

La mayoria de los trabajos en los que se evalia el efecto de una desnervacion
sobre el crecimiento folicular, no consideran si existen o no respuestas lateralizadas
en el ovario (Lara y col., 1990a; 1990b; Malamed y col., 1992). En este trabajo se
observa que los cfectos de la desnervacion sobre la dindmica de crecimiento y
diferenciacion de los foliculos dependen del nervio que se secciona, del ovario que
se evaliia y del tiempo que transcurre posterior a la desnervacion. Ante la seccion
uni o bilateral del nervio ovarico superior, el ovario derecho es mas susceptible a
presentar dismimcion en la poblacion folicular, este efecto se visualiza sobre todo
en aguellos grupos en donde han transcurrido 16 dias de realizada la operacion;

resultados que indican la existencia de una asimetria funcional.

En el ratdn, 1a seccion unilateral del ligamento suspelisorio provoca una
disminucién significativa del nimero de foliculos maduros en el ovario desnervado
(Grob, 1974). En el presente trabajo, la seccidn unilateral del nervio modifica la
poblacion de manera diferencial segin el ovario evaluado. Asf, en los animales con
seccion del nervio ovérico superior izquierdo, el niimero de foliculos presentes tanto

en la gonada intacta como desnervada se incrementa a los 12 dias posteriores a la
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desnervacion y solo en el ovario derecho disminuye a los 16 dias. En tanto que, con
la scecion del nervio derecho el ovario intacto incrementa el nimero de foliculos y
el desnervado tiende a presentar menor desarrollo folicular. Estos resultados apoyan
la hipotesis de la existencia de una comunicacion interovarica, que al parecer no se

presenta en el raton.

Los efectos de la seccion sobre el crecimiento del foliculo dependen también
del nervio seccionado. En los animales con seccion del nervio ovdrico superior
izquierdo, el ovario intacto (derecho) presenta un efecto compensador en el nimero
de foliculos preovulatorios de los 4 a los 12 dias post-desnervacion, aunque la
mayoria de estos foliculos son atrésicos. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que
existe una comunicacion interovarica (Morales y col., 1993), ya que se comporta
coimo ¢l modelo del animal hemicastrado. La posible existencia de esta via de
comunicacion puede explicar la ovulacion compensadora que presenta el ovario
inervado al primer estro vaginal (Morales y col., 1993). Sin embargo, se hace
evidente que los mecanismos implicados en el crecimiento de los folfculos son
diferentes a los que participan en la diferenciacion de estos; es decir, que los

foliculos son capaces de crecer, pero no necesarianiente son sanos,

Con la seccion del nervio derecho, el ovario intacto (izquierdo) es incapaz de
responder con un aumento del nimero de folfculos en cualquiera de los estadios del
desarrollo del foliculo. Como ya se habfa mencionado, Ia génada derecha posee una
mayot capacidad de respuesta a diferentes estimulos que la izquierda. Estas
evidencias nos permiten sugerir que la traduccién de la informacion que llega al

ovario, a través del nervio ovarico superior es diferente para cada ovario,

El andlisis de los resultados de una seccion bilateral, refleja que no es la

sumatoria de los efectos de la seccion del nervio ovérico izquierdo y derecho.

50



Cuando ambos nervios son seccionados, pricticamente no se ve alterada la
poblacién de foliculos presentes en los dos ovarios, exceplo en aquellos aninales
que se sacrificaron 16 dias después de la desnervacion, en donde solo el ovario

derecho presenta disminucion comparado a la operacion simulada.

En el modelo con desnervacion bilateral, es posible que las gonadas
desnervadas desarrollen una hipersensibilidad a las catecolaminas que provienen de
la médula adrenal, del plexo ovirico y a las sintetizadas por el propio ovario
(Aguado y Ojeda, 1984; Ben-Jonathan y col, 1984). O bien, que a la falta de
informacion que llega por el nervio ovdrico superior, otros sistemas de contro!
(informacion catecolaminérgica y peplidérgica del plexo ovérico o incluso del nervio

vago) participen en la modulacion de la funcion del ovario.

La poblacion de foliculos pequefios y- grandes no se ve modificada en cl
ovario izquierdo y derecho de los animales con seccién bilateral, mientras que los
foliculos medianos presentan una disminucion inicial por parte del ovario derecho.
Podriamos hablar entonces; de fases diferenciales en la respuesta de los ovarios a la

desnervacion, que dependen del tiempo-de evolucion,

La seccion del nervio ovarico superior en la etapa infantil no modifica el
nimero total de foliculos, excepto en los animales con la seccion del nervio
ovérico izquierdo donde se observa un incremento transcurridos 12 dfas. Estas
evidencias muestran que se requiere de un lapso de tiempo para que los foliculos
presentes en el grupo de reserva pasen al de crecimiento. Otros autores han mostrado
que en la cobaya prepiber la desnervacion local con 6-OHDA no modifica el total
de foliculos presentes en la gonada desnervada (Curry y col., 1984), mientras que la
administracion de GTD desde el nacimiento los incrementa (Riboni y Dominguez,
1995); contrario a lo mostrado en la rata (Lara y: col, 199la), donde la
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administracion de GTD disminuye significativamente el niimero total de foliculos.
Las discrepancias observadas entre el animal con seccidn del nervio ovérico superior
y ¢l desnervado con farmacos, radican en que al quitar el nervio ovarico no sélo
climinamos la informacion catecolaminérgica, sino también la del tipo peptidérgico
(Ahmed y col., 1986). Ademds de tener presente el modelo de animal en estudio,
dado que se ha descrito que existen diferencias por especie en cuanto a la cantidad
de fibras nerviosas catecolaminérgicas que inervan al ovario (Stefenson y col,

1981).

Son varios los reportes que han mostrado nue la inervacion aferente al ovario
participa en la regulacion del crecimiento folicular (Brink y Grob, 1972; Burden,
1985; Curty y col.,, 1984; Grob, 1974; Lara y col., 1990a, 1990b; Morales y col,,
1993). Al parecer esta informacion neural permite que las gonadotropinas,
principalmente la FSH, actiien sobre el foliculo facilitando su crecimiento, et
reclutamiento de los foliculos que van a responder al pico preovulatorio de la LH, Ia
induccion y estimulacion de la actividad de las aromatasas y en la induccion de
receptores a LH en los foliculos grandes (Ben-Jonathan y col., 1982; Greenwald,
1994). Es posible sugerir que la- falta de informacion catecolaminérgica y
peptidérgica que llega por el nervio ovérico superior, modifica la expresion de los
receptores a las gonadotropinas, més que la respuesta del foliculo a las mismas; ya
que en animales con seccién unilateral del nervio ovarico, la estimulacion con
PMSG o hCG no restablece la cuota ovulatoria por el ovario desnervado (Morales y
Chévez, 1994). El hecho de que la seccién uni o bilateral del nervio ovérico superior
reduce el nimero de fol(éulos totales por ¢l ovario dcrecho 12 dias después de la
desnervacion, podria indicar que la informacion catecolaminérgica y peptidérgica
que liega por el nervio ovérico superior actia como un amplificador de la sefal
gonadotrépica.
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En los mecanismos implicados en el crecimiento y diferenciacion del foliculo
participan ademds una serie de factores de crecimiento entre los que se encuentran el
NGF, EGF, TGFa, bFGF, IGF-l los cuales estimulan el desarrollo folicular.
Recientemente se ha mostrado que las células de la teca producen factores de
crecimiento (como el TGF y el EGF) los cuales influyen en la proliferacion de lus
células de la granulosa de los foliculos terciarios (Greenwald y Roy, 1994). Las
células de la teca se encuentran inervadas por el nervio ovirico superior, por lo que
se piensa que en el animal con seccion de éste nervio, los cambios sobre la dindmica
del crecimicnto folicular se deban, al menos en parte, a las alteraciones en la accion
de los factores de crecimiento. Estas evidencias apoyarian la interpretacion de que
el nervio ovarico superior modula de manera inhibitoria la atresia folicular, quizas

mediado por una deficiencia en los factores de crecimiento (Fig, 15).

Otra posible explicacion del incremento de la atresia, podria estar dada por
un autnento en la sintesis de andrégenos provocada por la desnervacion, o bien por
una disminucion en la tasa de conversion de los androgenos a estrogenos por las
células de la granulosa (Greenwald y Roy, 1994). Sin embargo se requieren de nas
estudios para aceptar o descartar esta posibilidad. Todos nuestros resultados apuntan
hacia la participacion de la inervacion aferente a la gonada no sélo en el crecimiémo

del foliculo, sino también en la diferenciacion del mismo.

En conjunto, los presentes resultados permiten sugerir que en la rata
prepuber, la informacion catecolaminérgica y peplidérgica que viaja por el nervio
ovarico superior, nodula de manera inhibitoria Ia atresia folicular, mientras que su
participacion en el crecimiento del foliculo depende del tiempo post-desnervacion y
del ovario del que se trate,
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Fig, 15, Modelo propuesto para explicar la interaccién entre la inervacidn que
llega por el nervio avarico superior (NOS), las gonadotrapinas y los factores de
crecimiento. La noradrenalina (NA) modularia, en las células de la teca y de la
granuloss, la accién de las gonadotrapinas; y una vez que estas se han unido a su
‘receptor (R), controlarian los efectas del factor de crecimienta epidermal (EGF),
del factor de crecimiento transformador (TGFo) y del factor de crecimiento
parecide a la insulina 1 (IGF-1) [Tomado de Hsueh y col, 1994 con
madificaciones]
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CONCLUSIONES

e [Ln la rata prepiber la gonada derecha es mis susceptible de presentar
modificaciones en el crecimiento folicular ante la seccion del nervio ovirico

superior, independientemente del lado que se secciona,

e La falta del nervio ovarico superior izquierdo durante la etapa infantil estimula cl
paso de foliculos medianos a preovulatorios en la génada inervada. La ausencia

del nervio derecho no tiene el mismo efecto sobre el ovario izquierdo.

e La falta de inervacion total aferente (seccion bilateral), acelera la atresia folicular

sin alterar el crecimiento de la poblacién,

¢ En la rata prepuber, la informacion neural que llega al ovario por el nervio

ovarico superior, modula de manera inhibitoria la atresia folicular.
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