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RESUMEN 

En este estudio se analizaron los efectos, de la extirpación de uno o ambos ovarios en el 

día del estro, sobre la concentración sérica de progesterona (P 4), testosterona y l 7~­

estradiol (E2). También se estudió la participación del sistema colinérgico en la regulación 

de la secreción de estas hormonas. Con la finalidad de conocer si existen diferencias en la 

capacidad de secreción de estas hormonas entre los ovarios, se evaluaron los efectos una 

hora después de extirpar uno de ellos. Para analizar la capacidad de adaptación del ovario 

remanente (ovario in situ), se estudiaron los efectos de la falta de la gónada izquierda o 

derecha 24 horas después de realizada la extirpación de un ovario. 

Veinticuatro horas después de la anestesia con éter durante siete minutos se observó 

aumento en la concentración sérica de testosterona. La operación simulada o perforación 

del peritoneo modificó de manera diferente la concentración de las hormonas en función 

del lado del peritoneo perforado. Una hora después de la perforación del lado izquierdo 

resultó en aumento de la concentración sérica de E2, mientras que la perforación del 

peritoneo del lado derecho provocó aumento de las concentraciones de P 4 Y testosterona. A 

las 24 horas de la perforación unilateral del peritoneo no se produjo modificaciones en la 

concentración de estas hormonas. 

Una hora después de la extirpación del ovario izquierdo disminuyó la concentración 

sérica de E2 y aumentó la de testosterona. La extirpación del ovario derecho no modificó 

significativamente la concentración sérica de las hormonas esteroides, en ninguno de los 

tiempos estudiados. La extirpación de ambos ovarios provocó aumento en las 

concentraciones de P 4 Y testosterona y disminución en la de E2. 

La inyección subcutánea de sulfato de atropina resultó en aumento de las 

concentraciones de P4 (una y 24 horas) y testosterona (a las 24 horas), pero no de E2. 

El bloqueo del sistema colinérgico antes de la perforación del peritoneo resultó en 

la disminución transitoria (a la hora) de la concentración de P4. En animales tratados de la 

misma forma pero sacrificados 24 horas después, la concentración de testosterona 



disminuyó luego de la perforación del peritoneo del lado derecho. Este tratamiento no 

modificó la concentración de E2. 

El bloqueo del sistema colinérgico previo a la extirpación de uno de los ovarios, 

provocó disminución de la concentración de P 4 24 horas después de la cirugía. Los efectos 

de la extirpación de uno de los ovarios en animales con bloqueo del sistema colinérgico 

sobre la concentración de testosterona, dependieron del ovario extirpado y del tiempo 

transcurrido: una hora después de la extirpación del ovario izquierdo se observó 

disminución en la concentración de la honnona, mientras que la extirpación del ovario 

derecho resultó en aumento. Veinticuatro horas después la extirpación de alguno de los 

ovarios, no se observaron diferencias en la concentración de testosterona respecto al grupo 

testigo. El bloqueo de los receptores colinérgicos antes de la extirpación de uno de los 

ovarios no modificó la concentración de E2. 

La extirpación de ambos ovarios después de la inyección del sulfato de atropina 

provocó disminución de las concentraciones de P4 y testosterona, pero no la de E2. 

Los resultados de este estudio nos penniten sugerir que en el día del estro, los 

ovarios no secretan de manera asimétrica P4, testosterona y E2. El sistema colinérgico 

regula de manera diferente la secreción de estas honnonas: sobre la P 4 es inhibitoria, 

mientras que sobre la testosterona depende del ovario in situ, esto es, sobre el izquierdo es 

inhibitoria, mientras que sobre el derecho es estimulatoria. En cambio, la secreción de E2 

no es regulada por este sistema de neurotransmisión. 
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MARCO TEÓRíco

Los ovarios son los órganos responsables de la producción de ovocitos (ovogénesis) y de la

secreción de hormonas esteroides: progesterona, testosterona y estradiol (esteroidogénesis)

y de hormonas proteicas (inhibina, activina y folistatina). Las hormonas ováricas participan

en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-ovario y también ejercen sus efectos sobre

los órganos del sistema reproductor y otros tejidos periféricos.

En el ovario se distinguen dos zonas: la corteza o capa externa que consta del

estroma celular que contiene los folículos ováricos y la médula o zona interna que no

contiene folículos y consta de tejido conectivo fibroblástico laxo que contiene muchos

vasos sanguíneos en espiral, linfáticos y nervios de gran tamaño (Ver figura 1) (Humbrey y

Janice, 1998).

Compartimientos del ovar io

El folículo (del latín "saco" o "bolsa pequeña") es la estructura anatómico-funcional

primordial del ovario, de la cual se originan los tres compartimentos de la gónada: folicular,

luteal e intersticial. Las funciones de los folículos son liberar al ovocito capaz de ser

fecundado y secretar hormonas que estimulan el crecimiento y la diferenciación del propio

folículo y de los órganos del aparato reproductor entre otras funciones. La apariencia de los

folículos varía dependiendo del estado de desarrollo folicular, pero la organización celular

es la misma (Ver Figura 1) (Domínguez y col., 1989; Humhrey y Janice, 1999).

Compartimiento f olicular. Un folículo consiste de un ovocito 1 y una pared folicular que lo

rodea. Entre estas dos estructuras hay una membrana fina y transparente, la zona pelúcida.

La pared folicular está formada por una capa interna de células llamadas células de la

granulosa que rodean al ovocito y está separada de las células de la teca externa por la

membrana basal. En los folículos maduros, la teca puede ser dividida en teca interna, que

contiene células diferenciadas que producen esteroides y en teca externa, que contiene



principalmente tejido conectivo. El aporte de sangre y la inervación tenninan en la teca 

interna. En la granulosa no hay vasos sanguíneos en ninguno de los estados de crecimiento 

folicular (Domínguez y col., 1989; Humhrey y Janice, 1999). 

En función del tipo de células, presencia o ausencia de antro y tamaño los folícu los 

se clasifican en: 

Los folículos primordiales consisten de un ovocito primario rodeado por una capa de 

células planas y la membrana basal, los cuales se transforman en fo/iculos primarios 

cuando las células de la granulosa pasan de ser planas a cubicas y las células del estroma, 

las que se ubican por fuera de la membrana basal se diferencian en las células de la teca. A 

medida que el folículo primario continúa su crecimiento, las células de la granulosa se 

dividen por mitosis hasta formar el folículo secundario, que consta de dos a seis capas de 

estas célu las y una sola de células lecales. Durante la formación del folículo terciario, las 

células de la granulosa secretan un fluido, llamado líquido folicular, que se acumula entre 

ellas; el espacio ocupado por este fluido se denomina antro o cavidad antral. El líquido 

folicular contiene esteroides y hormonas proteicas, anticoagulantes, enzimas y electrolitos 

en concentraciones semejantes a las del suero sanguíneo (Humhrey y Janice, 1999). Los 

folículos terciarios tienen más de cuatro capas de células de la granulosa y la teca se 

diferencia en tecas interna y externa. En los folículos terciarios, los ovocitos están 

suspendidos en el líquido folicular por un tabique de células de la granulosa, el cumulus 

oophorus, el cual está unido al ovocito por un anillo de células de la granulosa, la corona 

radiada. A este tipo de folículos se les denominan folículos maduros o pre-ovulatorios o de 

Graff en el caso de la mujer (Ver figura 1) (Humhrey y Janice. 1999). 

Compartimie"to tutea/o Una vez que se produce la ovulación (con la liberación del ovocito 

fI), la sangre proveniente de los vasos sanguíneos de la pared fo licular infiltra a los 

rolículos colapsados y resulta en la formación del cuerpo hemorrágico. Las células 

luteinizadas de la granulosa y de la teca se multiplican, invaden la cavidad anlral y fonnan 

el cuerpo luteo (del latín "cuerpo amarillo"). Los vasos sanguíneos de la teca crecen y 

penetran en la masa de células ¡uteales. Si no ocurre el embarazo, el cuerpo luteo degenera 
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y el tejido conectivo reemplaza las células luteales y en la mujer se forma el cuerpo 

albicans (del latín "cuerpo blanco") (Figura 1) (Hurnhrey y Janice, 1998). 

En el cuerpo lúteo se observan dos tipos de células, unas pequei\as y obscuras 

llamadas teco-luteínicas y otras grandes y claras llamadas granuloso-Iuteínicas (no todas las 

células de la granulosa se convierten en células granuloso-Iuteínicas). Esta población 

celular contiene todos los elementos estructurales de las células secretoras de esteroides: 

gotitas de Iípidos, numerosas mÍlocondrias con crestas tubulares, abundante retículo 

endoplásmico liso y aparato de Golgi, es menos desarrollado en las células teco-luteínicas 

que en las granuloso-Iuteínicas. Estos cambios estructurales son similares en muchas 

especies de mamíferos (Gordon y Ferry, 1994; Harrison y Barbara, 1997; Zeleznik,1999). 

Además de la transformación de las células foliculares, se observa un cambio en 

los vasos sanguíneos del ovario. Las células de la granulosa son avasculares porque la red 

capi lar que llega a los folículos maduros finaliza en la membrana basal. Después de la 

ovulación los vasos sanguíneos nacen de la capa de la teca y penetran entre las células 

granuloso luteínicas, de tal forma que durante la formación del cuerpo lúteo y al ténnino 

de la luteinización hay una extensa red capilar que hace del cuerpo lúteo uno de los tejidos 

más vascularizados del cuerpo (Harrison y Barbara, 1997; Juengel y col. 1999; Zeleznik, 

1999). 

La función principal del cuerpo lúteo es la secreción de progesterona (Domínguez y 

col., 1991). Sin embargo, en los primates también es una fuente de estradio1, hecho que no 

ha sido observado en otras especies. Además, en la mujer, la cerda y la rata, el cuerpo lúteo 

produce relaxina; yen otras especies también se ha observado la producción de oxitocina, 

prostaglandinas y diversas hormonas peptidicas. El cuerpo lúteo secreta sustancias 

angiogénicas, por ejemplo una familia de factores de crecimiento celular endoteliales 

ligados a la heparina llamados factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de 

permeabilidad vascular (VPF) (Gordon y Feny, 1994; Zeleznik, 1999). 
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Compartimiento intersticial, En los mamíferos, las células intersticiales son largas y 

poliédricas, los organelos celulares son similares en muchos aspectos al de otras células 

secretoras de esteroides. Se encuentran en bloques, rodeadas por una banda de tejido 

conectivo y con residuos hialinos centrales, estfm llenas de gotitas que contienen 

fosfolípidos, triglicéridos y colesterol. La proporción de estos lípidos y de los ésteres de 

colesterol varían dependiendo de la especie y de célula a célula, las cuales a su vez varían 

dependiendo de la especie y del estado del ciclo reproductivo. La actividad de la enzima 

3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa también varía de célula a célula (Benoil, 1932; Gordon 

y Ferry, 1994; Harrison y Barbara, 1997). 

Las células teca-intersticiales de los foliculos atrésicos con antro pasan a formar 

parte de la glfmdula intersticial. En cambio, las que rodean a los folículos preantrales, en las 

que no se ha producido la diferenciación celular y que entran en atresia, no forman parte de 

esta glfmdula ya que carecen de receptores a la hormona luteinizanle (LH, por sus siglas en 

inglés) (Domínguez y col., 1991). Lo mismo sucede con las células tecales de los foUculos 

preovulatorios que entran en atresia, las que tampoco forman parte de la glfmdula 

intersticial. Las células teca-intersticiales tienen receptores a LH, prolactina. hormona 

adrenocorticotrópica, noradrenalina, hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, 

por sus siglas en inglés) y estr6genos (Domínguez y col., 1991). 

4 



corona 
radiada 

folículo 
preovulatorio 
grande 

folículo 
preovulatorio 
pequeño 

folículo 

membrana 
basal 

primord ial 

cuerpo 
lúteo 
joven 

cuerpo 
lúteo 
viejo 

Figura l. Modelo del ovario de mona, en el que se muestran sus compartimentos y se observan los 
folículos en diferentes etapas de desarrollo: foliculos primordiales, folículos preantrales y folículos 
antrales. Estos últ imos se dividen en pequeños y grandes, dependiendo del tamaño de su cavidad 
anlra!. Las células de la leca son secretoras de testosterona y progesterona, mientras que las células 
de la granulosa son productoras de estradiol. La glándula intersticial y el cuerpo lúteo producen de 
progcslerona (Tomado de Gore-Langton y Armstrong, 1994). 
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Inervación ovárica 

Las funciones reproducti vas en la hembra están bajo control honnonal y nervioso. El ovario 

es una de las glándulas endocrinas inervada por neuronas del sistema nervioso periférico 

(Disen y Ojeda, 1999). Las fibras de las neuronas simpáticas y sensoriales llegan al tejido 

intersticial, a los vasos sanguíneos y a los folículos en desarrollo de tal fonna que 

panicipan en la regu lación del flujo sanguíneo, la estereidogénesis y el desarrollo folicular 

(Aguado, 2002; Diseo y Ojeda, 1999; Burden, 1978; Sorger y coL, 1983). Además, en el 

mesenterio ovárico y el oviducto hay tenninales nerviosas simpáticas que acompañan a las 

ramas principales de los vasos sanguineos (Sorger y col., 1983). 

Inervación e.xt,.ínseca de los ovarios. En los mamíferos, la inervación ovárica está 

compuesta principalmente por fibras sensoriales y muy poca panicipación de fibras para­

simpáticas. Existen dos vías simpáticas que inervan al ovario, el plexo ovárico (PO) y el 

nervio ovárico superior (NOS) (Disen y Ojeda, 1999). La inervación simpática está 

constituida por neuronas catecolaminergicas que contienen noradrenalina; peptidérgicas, 

que sintetizan el neuropéptido Y (NPY, por sus siglas en inglés); y fibras sensoriales que 

liberan sustancia P (SP), el peptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP, por 

sus siglas en ingles), el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el polipéptido activador de la 

adenilato ciclasa de la pituitaria (P ACAP, por sus siglas en inglés) (Disen y Ojeda, 1999). 

IlIervació" intrínseca de los ovarios. Está constituida por neuronas que contienen 

catecolaminas cuyas prolongaciones llegan a los vasos sanguíneos e ¡nervan al estroma 

ovárico, el tejido intersticial ya la teca folicular, pero no llegan a las células de la granulosa 

ni al cuerpo lutoo. La distribución de la inervación, pero no la densidad de las fibras 

catccolaminérgicas, es similar entre las especies. La glándula intersticial recibe numerosas 

fib ras adrenergicas. La presencia de musculo liso y nervios adrenergicos en la teca externa 

es interpretado como una prueba de la regulación de que estos últimos participan en las 

contracciones musculares durante el proceso de la ovulación (Mayerhofer y col., 2003). En 

el ovario del Macaco rheslIS el numero de neuronas catecolaminérgicas intrínsecas 
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disminuye marcadamente al final de la vida reproductiva. En el ovario de la rata Wistar,

específicamente en el hilio y en la médula, se han encontrado grupos de neuronas en un

número constante desde el desarrol1o postnatal hasta a la edad adulta. Por el contrario, las

neuronas aparecen en la corteza ovárica únicamente durante la segunda semana de vida.

Para este hecho se han propuesto dos explicaciones : 1) que las neuronas alcanzan la corteza

después de que migran desde el hilio y la médula y 2) que estas neuronas deriven de los

normoblastos (células madre) que salen de la corteza y alcancen la diferenciación terminal

después de la primera semana de vida (Anesetti y col., 2001).

En mamíferos como la vaca, borrega, gata y cobaya, el estroma cortical de los

folículos, en diferentes estados de desarrol1o, está ricamente inervado por nervios

adrenérgicos, y también se han encontrado terminales nerviosas en la teca externa y en los

vasos sanguíneos. Mientras que la mujer, cerda, perra y gata tienen una inervación

intermedia, y en los ovarios de la coneja, ratona y el criceto el aporte es más escaso. La

inervación colinérgica está menos desarrol1ada en estas especies, pero la distribución es

semejante (Sporrong y col., 1985; Springer y Deutsh, 1985). Además de la inervación

simpática, los ovarios de la mona Rhesus, la mujer y la rata poseen una fuente adicional

intraovárica de catecolaminas (Mayerhorfer y Fritz, 2002).

Nervios del ovario

Los nervios ováricos se originan del ganglio celíaco, el ganglio mesentérico y el nervio

esplénico lumbar, los cuales nacen en el ganglio localizado a lo largo de la aorta cerca del

inicio de la arteria renal. La porción simpática de la inervación ovárica se origina desde los

segmentos toráxicos once hasta el lumbar cuatro de la cadena simpática de los ganglios y

hacen sinapsis en los ganglios celíaco y mesentérico .
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En los mamiferos existen tres vias principales que inervan al ovario. 

1) Nervio del Plexo Ovárico (NPO). Corre a lo largo de la arteria ovárica. En la rata es 

una extensión de los plexos aórtico y renal. Los cuerpos celulares de las fibras simpáticas 

pre4ganglionares ováricas están localizados en los segmentos de la médula espinal T410 y 

T411 . Las fibras sensoriales acompañan a las fibras simpáticas y entran al cordón espinal a 

la altura del segmento vertebral T410. Inervan a los oviductos, al ligamento ancho ya los 

ovarios; en el ligamento ancho se comunica con fibras del plexo uterino y de esta fonna 

inerva al útero. Mediante este nervio llegan fibras que contienen NPY, muchas de las cuales 

contienen NA e inervan los vasos sanguíneos del ovario (Lawrence y coL, 1980; Payer, 

1978). 

2) Nervio Ovárico Superior (NOS). Está asociado con el ligamento suspensorio, 

inerva al ovario, oviducto y caudalmente la musculatura del útero (Lawrence y col., 1980; 

Payer, 1978). Es una rama del plexo celiaco y sus cuerpos celulares están presentes en los 

segmentos T7 a L2 del ganglio de la raíz dorsal y en los segmentos TI O a L3 del ganglio 

para4vertebral. Por este nervio llegan fibras que contienen VIP que inervan al tejido 

intersticial, los foJiculos (donde estimulan la secreción de estrógenos y andrógenos) ya los 

vasos sanguineos (Morán y coL, 2000; Nance y coL , 1988). 

Se ha sugerido que por medio de NOS llega infonnación adrenérgica al ovario y que 

ésta contribuye, junto con las gonadotropinas, en el mantenimiento de la secreción de 

esteroides ováricos en el día del proestro (Aguado y Ojeda, 1984). 

3) El Nervio Vago. Es un haz nervioso de tipo colinérgico, en el cual viajan también 

fibras vipérgicas y otras que contienen SP. en roedores como la rata y el ratón, la 

vagotomía, produce cambios en el ciclo estral (Burden, 1978), yen un animal hemicastrado 

el crecimiento (Trkulja y Lackovic, 2001) y la ovulación compensadora del ovario in situ 

(Chávez y coL, 1987). 
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Es posible que los nervios ovaricos participen en la regulación del proceso de 

selección de folículos maduros, dado que al desnervar uno de los ovarios de la ratona 

inmadura, el ovario desnervado no madura, mientras que el contralateral presenta cuerpos 

lliteos y folículos maduros. En ratonas prepúberes también se ha observado que desnervar 

ambos ovarios provoca retraso en la apertura vaginal, y ausencia del ciclo estral normal 

(Disen y Ojeda, 1999). 

Mediante la utilización de tecnicas de infección neuronal por el virus de la rabia se 

han estudiado las diferentes áreas del sistema nervioso central involucradas en la señal 

nerviosa que transcurre por el nervio vago y que regulan las funciones ovaricas. Las zonas 

en las que se detectó la inmunoti nción al virus son: área postrema, núcleo del tracto 

solitario, complejo vagal dorsal, núcleo ambiguo, grupo de células A7, núcleo de 

Barrintons, IOCIIS coerolus, área gris periacueduclal e hipotálamo dorsal (Gerendai y col., 

2000). 

InervlIción colinérgiclI 

Hay pocas evidencias de la participación de la acetilcolina (Ach) en la regulación de las 

funciones ováricas. Estudios in vitro muestran que los receptores a ACh de células de la 

granulosa (CG) son funcionales (Batra y col., 1993; Arellano y col., 1999; Luck, 1990; 

Mayerhofer y col., 1992). Luck (1990) mostró que la estimulación colinérgica a CG de 

bovinos resulta en el aumento de la producción de esteroides. En otro estudio realizado con 

CG humanas se encontró que la ACh tiene un efecto modulador estimulante sobre la 

producción de esteroides estimulada por gonadotropinas (Kornya y col., 2001). Por el 

contrario, Morley y col. (1992) no encontraron incremento en la producción de p. por CG. 

hecho que concuerda con un estudio in vivo realizado en la cabra por Cooke y Payne 

(1988). De acuerdo a los estudios realizados Casper y Cotterell (1984) y Kasson y Hsueh 

(1985), las drogas colinérgicas tienen acciones inhibitorias sobre la esteroidogénesis de las 
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CG en presencia de estradiol o de la honnona estimulante del folícu lo (FSH. por sus siglas 

en inglés). 

En teoria, la fuente principal de la ACh en los ovarios serian los nervios ováricos 

parasimpáticos los cuales llegan a los vasos sanguíneos, las células intersticiales, las 

células de la teca y posiblemente el cuerpo lúteo. Sin embargo, las células de la granulosa, 

que son las células blanco de la ACh, no hacen contacto con las fib ras nerviosas, dado que 

estas últimas no cruzan la lámina basal que separa a las células de la teca y la granulosa. 

(Cooke y Couerell, 1988). Esto hace pensar que la ACh lIegaria por difusión a las células 

de la granulosa. Sin embargo, hay que considerar que este neurotransmisor es una molécula 

lábil de vida corta, la cual es degradada rápidamente por la butiriJcol inesterasa contenida en 

el suero y probablemente en el flu ido intersticial y fol icular del ovario, por lo que seria 

poco probable que la ACh liberada por los nervios llegara a las CG y activara a los 

receptores colinérgicos (Mayerhorfer y col., 1999). 

Estudios de tinción histoquímica realizados por Burden y Lawrence (1978) 

revelaron que las fibras de nervios simpáticos del ovario poseen actividad ACh-esterasa, la 

enzima responsable de la degradación de la ACh en el sistema nervioso. Los resultados 

fue ron tomados como indicador de la presencia del neurotransmisor en las fibras nerviosas 

simpáticas. Estos autores sugirieron que algunas fibras del nervio vago pueden llevar fi bras 

simpáticas al ovario, un modelo de inervación colinérgica del ovario similar al de los 

nervios catecolaminérgicos. 

Se ha sugerido que en los tejidos no neurales, como el tej ido embrionario 

mesenquimal, la ACh tiene un papel estimulante en la proliferación celular y en la 

morfogénesis (Gutkind y col., 1991; Lauder y col., 1999; Moun! y col., 1994). En el ovario 

del adulto ocurren eventos de remodelación de tejido, los cuales incluyen proliferación y 

diferenciación celular, asociados con el crecimiento folicular, la atresia, la ovulación y la 

fonnación y regresión del CL. En el lejido embrionario no existen neuronas como fuente de 

ACh. Por lo tanto, las células no neurales serian la única fuente posible de ACh. En el 
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adulto existen vanos tejidos que permanecen libres de inervación pero que poseen

receptores funcionales a ACh. Algunos de estos tejidos incluyen células inmunes, células

epiteliales y endoteliales . Algunas células de la placenta son capaces de producir ACh

(Kawashima y Fujii, 2000; Wessler y col., 1999).

Mediante estudios de inmunohistoquímica se mostró que en las CG de los folículos

en crecimiento de roedores y primates está presente la enzima colino acetil transferasa

(CAT), no así en los folículos pequeños y con señales morfológicas de apoptosis. En el

ovario, estas células son una fuente no neural de aceti1colina (Fritz y col., 1999; Fritz y

col., 2001). Utilizando la técnica de HPLC se mostró que las CG luteínizadas de folículos

preovulatorios de pacientes con fertilización in vi/ro y las CG de rata puede producir ACh.

Además, las CG expresan el gen de la enzima carnitin transferasa (CRAT, por sus siglas en

inglés), la cual también es capaz de catalizar la síntesis de ACh, lo que indica una vía

alternativa en la biosíntesis del neurotransmisor (Fritz y col., 2001). Estos resultados

indican que dado que la inervación colinérgica no fue detectada en el ovario de la rata, la

mona y la mujer, por lo tanto la ACh es producida por células endocrinas del ovario.

Según Fritz (1999 y 2001) las CG de humano y otros primates poseen receptores

muscarínicos (MR) de los tipos MI, M3 y M5. Utilizando la técnica de RT-PCR e

inmunohistoquímica se mostró que los receptores M3 están presentes en el ovocito,

mientras que los genes de los receptores MI y M5 se expresan en las CG. Estos hechos

llevaron a sugerir que la ACh producida por las CG foliculares y luteinizadas pueden actuar

de manera autócrina y parácrina sobre el ovocito, las CG luteales o ambas. Los sitios de

producción y acción están cercanos, por lo tanto, la ACh ejerce su acción inmediatamente

después de liberarse y antes de ser degradada por las estearasas del fluido folicular

(Mayerhorfer y col., 2003).

Se ha sugerido que la activación de los receptores MI y M5 resulta en la

proliferación de las CG, dado que in vivo. las CG inmunoreactivas a CAT coexpresan el
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marcador de proliferación PCNA (antígeno nuclear de células proliferativas, por sus siglas 

en inglés) (Fritz y col., 2001; Mayerhorfer y Frizt, 2002; Mayerhofer y col., 2(03). 

Esteroidogénesis 

La estereidogénesis es el proceso por el cual el colesterol es convertido en honnonas 

estcroides por glándulas como las adrenales, las gónadas y la placenta. En los vertebrados 

hay sitios como el cerebro, el tejido adiposo, la piel, el hueso y numerosos tejidos fetales en 

donde también se sintetizan estas honnonas (Hinshelwood, 1999). La síntesis de las 

honnonas esteroidcs depende de las enzimas presentes en el tejido, así como también del 

sustrato disponible (Conley y Bird, 1997). 

Los esteroides son moléculas lipídicas que fonnan parte de un grupo de sustancias 

químicas que incluyen a muchas honnonas y vitaminas. Las honnonas esteroides son 

agrupadas en cinco clases: progestágenos, andrógenos, estrógenos, mineralocorticoides y 

glucocorticoides (Voe! y Voet, 1995). Según su estructura química, las honnonas 

secretadas por las gónadas incluyen a las tres primeras clases. El colesterol, precursor de 

estas honnonas, está fonnado por el núcleo esteroide o núcleo ciclopentano perhidro­

fcnantreno, con grupos metilo unidos entre los anillos A y B Y entre e y D, Y una cadena 

lateral unida al carbono 17. La ruptura de la cadena entre los carbonos 20 y 22 da lugar a 

los esteroides de 21 carbonos (serie del pregnano). La ruptura de la cadena de los carbonos 

17 y 20 produce esteroides de 19 carbonos (serie del androstano). Finalmente, la pérdida 

del grupo metilo en el carbono 10, origina esleroides de 18 carbonos y la aromatización del 

anillo A (grupo del estrano) como se observa en la figura 2 (Gore-Langton y Armstrond. 

1994). 
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Figura 2. Esteroidogénesis ovárica. El colesterol es metabolizado y reducido en el número de
carbonos dando lugar a tres principales categorías de hormonas esteroides: las progestinas (seríe del
pregnano), entre las que la progesterona es la principal de este grupo y es secretada por la glándula
intesticial y el cuerpo lúteo; los andrógenos (serie del androstano), del cual la más importante es la
testosterona producida por las células de la teca. Y finalmente los estrógenos (serie del estrano) , el

estradiol es el más importante de éstos, producidos por las células de la granulosa . Las enzimas que

participan en la esteroidogénesis son: 1(20,22 desmolasa); (P450scc), 2 (313-HSD); 3 (P45017a); 4
(17,20-esteroide liasa (desmolasa); 5 (P450arom); 6(1713-HSD), (Tomado y modificado de Gore­
Langton y Annstrong, 1998; Douglas , 1999; Hinshelwood, 1999).
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El colesterol llega a las células esteroidogénicas de tres fuentes: 1) síntesis de novo 

a partir de acetil-CoA; 2) fuenles exógenas, mediadas por receptores de Iipoproteínas de 

baja (LDL, por sus siglas en inglés) y de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés); y 3) 

hidrólisis de los ésteres de colesterol, los cuales se almacenan en las gotitas de Iípidos 

(Stocco. 1999). La concentración de colesterol intracelular es regulada y balanceada por 

dos mecanismos. Primero, por la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa. la cual es 

el paso limitante en la biosíntesis del colesterol y el colesterol que es tomado de LDL y la 

HDL, cuyo suministro es controlado por la concentración de sus receptores. Además de 

estos mecanismos, el exceso de colesterol en la célula es esterificado y almacenado en 

gotitas de lípidos (reserva de colesterol libre). La hidrólisis del éster de colesterol a 

colesterol es catalizada por la enzima colcsterol-estearasa, que puede ser activada por la LH 

(Hinshelwood, 1999). 

La biosintesis de esteroides es llevada a cabo por la acción de dos principales 

familias de enzimas. Las primeras son las hidroxilasas. codificadas por genes de la súper 

familia del citocromo P450. Las enzimas P450 se encuentran en la mitocondria y utilizan a 

la ferredoxina reductasa (una flavoproteína) y la ferredoxina (una proteína hierro/sulfuro) 

como donadores de electrones. La primera recibe los electrones de NADPH y luego los 

trasfiere a la ferredoxina. la cual a su vez los pasa a la P450. y la segunda familia, la 

esteroide dehidrogenasa que incluye a dos grupos diferentes: la familia de cadena corta 

(alcohol dehidrogenasa reductasa) y la aldoceto reductasa. Estas enzimas, junto con la P450 

son necesarias para la biosíntesis de esteroides. tanto en la adrenal como en las gónadas y la 

placenta (Hinshelwood. 1999; Walter, 2002). 
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Hormonas ováricas

Además de la liberación de los ovocitos, el folículo ovárico secreta diversas hormonas,

entre ellas los esteroides:

• Progest ágenos. La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides

(ver figura 2). Por su función de mantener el embrión durante la gestación, la

progesterona (4-pregnen-3,20-diona; P4) es la hormona más importante de este

grupo; su nombre deriva del latín pro a favor y gestare llevar (Hinshenwood, 1999).

En la mujer, esta hormona es sintetizada principalmente en el retículo endoplásmico

liso de las células del cuerpo lúteo (Hsueh y cols., 1984; Hutchison y cols., 1986).

Su síntesis es regulada por la LH, FSH y prostaglandinas (Graham y Clarke, 1997;

Burris, 1999). En el humano se ha mostrado que la síntesis de la P4 también se lleva

a cabo en la corteza suprarrenal, la placenta (Pomata y cols., 2000) y el testículo.

Este último sintetiza la P4 como intermediario de la formación de otras hormonas

esteroides (Weisz y Ward 1980). La P4 circula en sangre unida a la albúmina y a

transcortina; los metabolitos resultantes de la biotransformación hepática son

eliminados por la orina y en una menor cantidad por las heces (Serrano y Serrano,

2003). La vida media plasmática de la progesterona natural es de 5 minutos

(Remington 's, 1975). Otra progestina es la 17 a-OH-progesterona, precursor de los

andrógenos aromatizables .

• Andrógenos. Son la dihidroepiandrosterona y la androsterona, que a su vez son

transformados en testosterona (ver figura 3). Dichos cambios o transformaciones se

llevan a cabo en la teca de los folículos. La androstenediona y la testosterona son

precursores de los esteroides estrogénicos estrona y 17p-estradiol, respectivamente

(Gore-Langton y Armstrong, 1994;Stocco, 1999). En los mamíferos, el principal

andrógeno es la testosterona. En el macho es secretada por las células de Leydig de

manera pulsátil por estímulo de la LH y por AMPc (Douglas, 1999). También es

secretada por los ovarios y suprarrenales de las hembras en cantidades variables. En

muchos tejidos blanco en donde actúan los andrógenos, la testosterona se reduce en
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la posición 5a y forma la dihidrotestosterona (DHT), el andrógeno natural más

potente. También puede aromatizarse y producir estradiol en diversos tejidos no

glandulares, como ocurre en algunas áreas del SNC, lo que explica la mayor parte

de la síntesis de estrógenos en los machos y en las mujeres postmenopaúsicas

(Simpson, 2000). Esta hormona circula en la sangre unida a la proteína

trasportadora de andrógenos. (Serrano y Serrano, 2003). La vida media de la

testosterona en el plasma es menor a dos horas (Remingtons, 1975).

• Estrágenos. Los estrógenos más importantes son la estrona y el 17p-estradiol (E2),

con actividades biológicas idénticas pero diferente potencia. El E2 es

aproximadamente diez veces más potente que la estrona (Gore-Langton y

Arrnstrong, 1994) . En la mujer, además de estas dos hormonas también se sintetizan

el o-estradiol y estriol, sintetizados sólo por la placenta (ver figura 4) (Shao-Yao y

Zhong Zhang, 1999). El nombre de estrógenos se debe al papel que tiene para

inducir la receptividad sexual (estro) en los mamíferos hembra, aun cuando éstos

tienen otros papeles en la fisiología reproductiva. En el ovario, los estrógenos son

sintetizados por las células de la granulosa (Humhrey y Janice, 1999; Smith, 1999;

Uphose y Maswood, 1999).

Mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa el E2 se oxida de manera

reversible hasta formar estrona; estos dos estrógenos pueden revertirse y formar

estriol. Dichas trasformaciones ocurren principalmente en el hígado (Shoham y

Schacher, 1996). La vida media en plasma del estradiol es de una hora, debido a que

es rápidamente metabolizado por el hígado (Remingtons, 1975). En la sangre se

une hasta en un 80 % a las p-globulinas fijadoras de hormonas sexuales (SHBG, por

sus siglas en inglés) y a la albúmina. Aproximadamente el 65 % de la hormona se

excreta por la orina, ellO % en las heces y del resto se desconoce su destino

(Serrano y col., 2003).
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Las células de la granulosa y las células luteales secretan otras hormonas de tipos peptídico

y proteíco:

• Inhibina y activina. La principal fuente de estas hormonas es el folículo

maduro y el cuerpo lúteo . La función de la inhibina es inhibir la secreción

de la FSH en la hipófisis, mientras que la función de la activina estimula la

secreción de la FSH en la hipó fisis, se produce en las células de la granulosa

(Humher, Janice , 1998; Sha-Yao, Zhong, 1998).

• Relaxina. Esta hormona es producida en el cuerpo lúteo, su función es

relajar el cervix y la vagina para el paso del feto durante el parto y promover

el crecimiento de las mamas. También actúa en tej idos no reproductivos

tales como la piel y el tracto gastro intestinal (Humher y Janice, 1998; Sha­

Yao y Zhong, 1998).

• Factores de crecimiento. El ovano produce factores de crecimiento

mediante los cuales coordina las actividades de sus diferentes

compartimentos. Algunos de estos factores de crecimiento son: el factor

semejante a la insulina, factor de crecimiento epidermal y factor

transformante del crecimiento (Hurnher y Janice, 1998; Sha-Yao y Zhong,

1998).

Función de las hormonas esteroides sexuales

Estas hormonas cumplen importantes funciones en la regulación de la reproducción. Al ser

trasportadas en la circulación actúan en una gran variedad de tejidos blanco, como el

Sistema Nervioso Central (SNC), músculo esquelético, sistema cardiovascular, sistema

inmune , hígado , tejido adiposo y la piel (Gore-Langton, y Armstrong, 1994).

Las hormonas esteroides al actuar sobre la hipófisis y el hipotálamo regulan la

liberación de LH, FSH y GnRH. Los esteroides sexuales tienen actividades

termoreguladoras y participan en cambios conductuales y del humor (Genazzani y col.,

1997).
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En el SNC de los mamíferos las hormonas sexuales participan en la regulación de

la diferenciación neural, organización sexual del cerebro, reproducción, conducta sexual y

excitabilidad neuronal (Alonso y López Coviella, 1998; Keefe, 2002). En los roedores, la

inyección de altas concentraciones de estradiol (Ez) o testosterona durante los primeros

cinco días de la vida producen cambios en la fisiología reproductiva durante la etapa adulta .

En la rata hembra, la administración de estas hormonas en la etapa postnatal provoca

desfemini zación o androgenización, síndromes que se caracterizan por defectos en la

fisiología reproductiva normal de estos animales en la etapa adulta, como son: estro vaginal

permanente, desarrollo anormal delos genitales externos, falta de ovulación y formación

del cuerpo lúteo, alteración permanente de la secreción de gonadotropinas, supresión de la

conducta sexual femenina y esterilidad (Amold y Gorski, 1984; Marut y Hodgen, 1982).

En el SNC los estrógenos regulan la expresión de varios genes , entre ellos los que

codifican para su propio receptor (receptor a estrógenos) y el receptor a progesterona (RP),

enzimas de síntesis de neurotransmisores y neuropéptidos, así como para otros factores de

transcripción como en el caso del proto-oncogen c-fos (McEwen, 1983).

Rutas biosintéticas ..14 y L15 de las hormonas esteroides ováricas

La estero idogénesis se lleva a cabo mediante reacciones secuenciales y dependientes, las

cuales pueden seguir dos vías o rutas metabólicas relacionadas entre sí, por lo que su

regulación puede ocurrir en diferentes pasos. Una característica de algunas de las enzimas

que participan en la síntesis de esteroides es su capacidad para actuar en más de un

substrato; de aquí que la P450c l7, puede actuar sobre la pregnenolona (Ps) y la progesterona

(P4). La 3~HSD puede actuar sobre P, y dehidroepiandrosterona (DHEA, por sus siglas en

inglés) . Puesto que P450c17 puede llevar a cabo ambas reacciones, la hidroxilasa (OHlasa)

y la liasa (liasa) , da lugar a las vías alternativas conocidas como vías L'i4 y L'i5 (figura 4).

Asi, la P450scc actúa sobre el colesterol rompiendo la cadena lateral y da lugar a la
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formación de Ps. En la vía t.4 (la l1evan a cabo la mujer, otros primatres, vaca y borrega) la

3~HSD actúa sobre la P, dando lugar a la producción de P4, sobre la cual actúa la enzima

P450C17(OHI.s.) y se produce la 170H-P4 a partir de la cual se forma la androstenediona

(A4) por acción de la enzima P450Cl7t.4.Ii.s., por acción de la P450.rom se produce la

estrona (El) y por último se produce el 17~-estradiol (E2) por acción de la 17~-HSD. La

vía t.5 (la l1evan acabo las ratas, ratón y cerda) , se inicia con la participación de la P450cl7

(OIlI.s.) en la producción de 170H-Ps, sobre la que actúa P450CI 76S-Ii.s. y forma la

dehidroepiandrosterona (DHEA) a partir de la cual se produce la androstenediona por

acción de la 3~HSD. Seguida de esta reacción y con la participación de la 17~-HSD se

produce la testosterona que finalmente por la acción de la P450. rom se produce el E2 (ver

figura 4) (Conley y Bird, 1997; Hinshelwood, 1999).
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Figura 4. Esquema que muestra las vías L'14 y L'15 de la síntesis de esteroides gonadales. La
pregnenolona (Ps) es el precursor de la progesterona (P4) , andrógenos y estrógenos . La P, es el
substrato de las enzimas P450 C170H-asa Yla 3I3HSD, las que compiten por su substrato. La vía L'14 la
llevan acabo los humanos, otros primates, la vaca y la borrega, mientras que la vía L'15 la llevan a
cabo la rata, cerda y ratona (tomado de Conley y Bird, 1997).
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Factores que regulan la esteroidogénesis

Aun cuando el ovano de rata produce estrógenos en pequeñas cantidades durante el

desarrollo embrionario, la actividad aromatásica ocurre después del nacimiento y está

temporalmente asociada al desarrollo folicular. El péptido intestinal vasoactivo (VIP), un

neurotransmisor que se encuentra en el NOS y que tiene la capacidad de promover la

esteroidogénesis en las gónadas, puede inducir la actividad aromatasa en las células de la

granulosa antes de la foliculogénesis y la expresión de receptores a la FSH (Disen y Ojeda,

1987). El VIP no se sintetiza en el ovario, es de origen externo. Las fibras VIPérgicas están

distribuidas alrededor de los vasos sanguíneos, más frecuentemente en las venas, y en el

tejido intersticial del ovario; alrededor de folículos preantrales y antrales, cerca de la teca

del folículo. Esta asociación del VIP con el tejido esteroidogénico lleva a sugerir que podría

estar involucrado en la regulación de la síntesis de esteroides, dado que estimula la

secreción de estradiol, progesterona y andrógenos (Aluned y col., 1986; Davoren y Hsueh,

1985).

Se ha sugerido que el área hipotalámica lateral (LHA), el núcleo arcuato

periventricular (ARC) y el núcleo hipotalámico ventromedial (VMH) podrian estar

involucrados en la regulación de la esteroidogénesis ovárica sin necesidad de la

participación de la hipófisis y la adrenal. En ratas hipofisectomizadas y adrenalectomizadas

el estímulo eléctrico en LHA disminuye la trasformación de esteroides de 19 carbonos a

estrógenos y a 20a-OH pregn-4-en-3-ona (20 a-OH-P). En cambio, la estimulación de

ARC y VMH incrementa la trasferencia de esteroides de 19C a estrógenos (Saito y col.,

1990). Por otro lado, en un estudio realizado en ratas la estimulación eléctrica del NOS en

el día del diestro, reduce la concentración plasmática de progesterona . La administración de

fentanolamina (un antagonista de los receptores alfa adrenérgicos) previa a la estimulación

eléctrica invierte este efecto, es decir aumenta la concentración de P4, lo que llevó a sugerir

que la esteroidogénesis puede ser incrementada por de la estimulación de receptores beta o

inhibida si se estimulan los receptores alfa adrenérgicos (Weis y col., 1982).

21



Las células esteroidogénicas no almacenan cantidades significativas de hormonas,

por lo que la secreción está directamente relacionada a la síntesis de esteroides. La síntesis

es regulada de manera aguda y crónica; la primera se da como una respuesta rápida al

estrés, y lo que se regula es la concentración de colesterol dentro de la mitocondria. La

respuesta rápida es facilitada por la proteína reguladora de la estereidogénesis aguda (StAR,

por sus siglas en inglés). La estimulación crónica que va de horas a semanas, está mediada

por el aumento de la transcripción de los genes que codifican enzimas esteroidogénicas.

Así, el paso agudo es regulado por la disponibilidad del substrato a las enzimas

esteroidógenicas y el paso crónico es regulado por la cantidad de enzimas (Walter, 2002).

La StAR es una proteína sintetizada en los ribosomas e importada a la matriz mitocondrial,

donde se mantiene en reposo. Su actividad se lleva a cabo en la membrana externa de la

mitocondria (Bose y col., 2002).

En el ratón macho esta proteína, junto con las hormonas tiroideas, regulan la

biosíntesis de las hormonas esteroides (Manna y cols ., 2001). Estudios recientes han

mostrado que la StAR incrementa la conversión del colesterol a pregnenolona, facilitando

la entrada de colesterol al compartimento interno de la mitocondria (Douglas, 1999), donde

se encuentra el complejo esteroidogénico citocromo P450scc (Ver figura 5). Mediante

estudios de inmunohistoquímica, Western blot y RT-PCR se observó que en el ovario de

rata inmadura esta proteína se expresa en respuesta a las inyecciones secuenciales de

PMSG (gonadotropinana de la yegua preñada) y hCG (gonadotropina coriónica humana)

(Ronen-Fuhrmann y cols., 1998).
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Figura 5. Factores que participan en la regulación de la síntesis de testosterona (T). Las
fuentes de colesterol: las lipoproteínas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad, biosíntesis de
novo y ésteres de colesterol de las gotas de lípidos. La unión de la LH a su receptor
incrementa el AMPc, el cual activa la enzima colesterol éster hidroxilasa y formar el
colesterol libre . El AMPc también activa la sistesis de novo de la StAR la que a su vez
regula la trasferencia de colesterol de la membrana externa a la interna de la mitocondria.
La enzima P450scc convierte el colesterol a pregnenolona y a partir de esta se forma la
progesterona P4 y por último a testosterona (Tomado de Stocco, 1999) .

Mecanismo de acción de StAR. El mecanismo de acción de StAR es incierto. En un

principio se sugirió que la StAR entra a la mitocondria poniendo en contacto físico a la

membrana mitocondrial externa con la interna, lo que permitiria el flujo de colesterol desde

un gradiente de alta concentración a una de baja (Stocco, 1999). Sin embargo, la

eliminación de 62 resid uos de aminoácidos terminales resulta en una proteína que no puede
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entrar a la mitocondria pero retiene toda la actividad biológica (Arakane y col., 1996).

Mediante estudios biofisicos se ha mostrado que la StAR tiene una estructura terciaria, la

cual sufre un desdoblamiento cuando interactúa con la membrana (Bose y col., 1999;

Christinsen y col., 2001) . El análisis cristalográfico de proteínas relacionadas como la

MLN64 (Tsujishita y Huriey, 2000) y StAR D4 (Romanoswski y col., 2002) ha mostrado

que StAR tiene una hendidura hidrofóbica que puede acomodar a una sola molécula de

colesterol. (Bose y col., 2002; Ronen-Fuhrmann y col., 1998).

Asimetrías funcionales del ovario

La primera evidencia que llevó a considerar la existencia de una asimetría funcional del

cerebro fue dada por Paul Broca en 1861, al informar que las afasias cerebrales eran

provocadas por malformaciones o lesiones en el cerebro izquierdo . Un siglo después se

mostró (Geschwind y Levitsky, 1968) que la región temporal de la corteza del hemisferio

izquierdo (área de Wemike) es más grande que la del derecho . Estas observaciones llevaron

a plantear el concepto de lateralización que señala que una respuesta es lateralizada cuando

se produce por un estímulo que puede provenir de un centro localizado en el mismo lado

del cuerpo (ipsilateral) o del lado opuesto (contralateral) .

Es bien conocido que en las aves sólo el ovario izquierdo es funcional, ya que la gónada

derecha se reduce a una capa de tejido localizado por debajo de la vena cava. La

ovariectomía provoca que la gónada derecha se diferencie en una glándula semejante a

un testículo (en el cual se pueden observar espermatozoides) (Benoit, 1932), en un

ovario o en un "ovo-testis" (Benoit, 1923). En los murciélagos, la ovulación ocurre

predominantemente en la gónada derecha, el ovario contralateral tiene la capacidad de

funcionar sólo si se extirpa el ovario dominante (Blejer y Ehteshami 1981). En la mujer,

la sangre venosa del ovario derecho llega a la vena inferior, mientras que la vena del

ovario izquierdo entra en la vena renal izquierda (Gerendai y Halaz, 1997). Hay un
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mayor número de fibras y troncos neurales alrededor del plexo de la arteria ovárica

izquierda que del lado derecho (Malisheskaia y Brindak, 1980). El ovario derecho se

desarrolla más temprano que el izquierdo (Harrison y Barbara, 1997; Humhrey y Janice,

1999; Mittwoch, y Mahadevarah, 1980).

En humanos hermafroditas es más frecuente encontrar el testículo en el lado

derecho, el cual tiene más peso, contenido de proteínas y de DNA, que el ovario que se

localiza en el lado izquierdo. En estos individuos la distribución del tejido testicular y del

tejido ovárico genera 1 a diferenciación asimétrica del tejido circundante. De tal forma que

con mayor frecuencia se diferencia un ovario del lado izquierdo y un ovo-testis en el lado

derecho. (Mittwoch y Mahadevarah, 1980; Mittowoch, 1975). Se ha observado que en

ciertos días del ciclo menstrual las concentraciones de progesterona y estradiol de las venas

ováricas presentan asimetría (Chikazawa y col. , 1986). En los monos Rhesus y Sinomolus

las concentraciones de estas hormonas también se comportan de manera asimétrica en la

fase lútea del ciclo menstrual (Marut y Hodgen, 1982). La incidencia de endometricocis

cística ovárica es mayor en un ovario izquierdo, mientras que el rabdomiosarcoma es más

frecuente en el ovario derecho (Vercillini y cols., 1998).

En un paciente con el síndrome de insensibilidad incompleta a andrógenos se

encontraron diferencias entre ambas gónadas respecto a la cantidad y liberación de

esteroides hacia la vena pampiniforme. Esto se puede interpretar como que las diferencias

entre las gónadas se deben a la producción autónoma de esteroides. También se describe

que el testículo derecho produce más hormonas que el izquierdo (Bengt y cols., 1985). En

los ratones hermafroditas también muestran asimetría de la diferenciación gonadal, pero en

dirección opuesta a 10 que ocurre en el humano: ovarios del lado derecho y testículos del

lado izquierdo (Mittwoch, 2000).

En la rata, el ovario izquierdo libera más ovocitos que el derecho (Domínguez y

cols., 1989). Cuando se extirpa el ovario izquierdo la proporción de los animales que

ovalan en el día del estro es el doble que cuando queda el ovario izquierdo (Chávez y col. ,
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1987). Además, el ovario derecho es más independiente de la influencia vagal para la

activación folicular que el ovario izquierdo (Burden y col., 1986). En ratas a las que se les

ha extirpado el ovario derecho, la sección del nervio vago izquierdo incrementa la

proporción de animales ovulantes, la OHC (Hipertrofia compensadora del ovario) y el

número de ovocitos liberados ; la sección del nervio vago en ratas con extirpación del

ovario izquierdo disminuye los parámetros anteriores (Chávez y col., 1987). La sección

unilateral del nervio ovárico superior disminuye el número de ovocitos liberados por el

ovario que se localiza del mismo lado que se seccionó el nervio, sin modificar el

porcentaje de ovulación del ovario opuesto (Morales y col., 1993).
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JUSTIFICACiÓN

Con base a la información analizada previamente parece claro que en la rata hay diferencias

funcionales entre los ovarios derecho e izquierdo. Sin embargo, no se tiene conocimiento

de la existencia de disimilitudes en las secreciones de progesterona, testosterona y estradiol.

Aún cuando se ha reconocido que el ovario de diversas especies recibe inervación

colinérgica, lo que ha permitido sugerir que ésta inervación estaría involucrada en la

modulación del proceso de la ovulación, no se tiene una idea clara de su participación en la

regulación de la producción de hormonas esteroides ováricas.

Con el fin de conocer si existen diferencias en la secreción de progesterona,

testosterona y estradiol por cada ovario, se estudiaron los efectos de la falta de uno de ellos

una o 24 horas después de la ovariectomía unilateral. Además se analizó la participación

del sistema colinérgico en la modulación de la secreción de estas hormonas, para lo cual se

utilizaron ratas inyectadas con sulfato de atropina, por vía subcutánea, previa a la

ovariectomía unilateral.

HIPÓTESIS

Dado que existe asimetría en el número de ovocitos liberados por cada ovario, entonces las

secreciones de progesterona, testosterona y estradiol por los ovarios derecho e izquierdo

será diferente. Dicha asimetría es el resultado de diferencias en la información colinérgica

que recibe cada gónada.
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OBJETIVOS 

1. General 

Estudiar los efectos inmediatos (una hora) o a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía 

unilateral sobre las secreciones de progesterona, testosterona y estradiol, así como la 

participación del sistema colinérgico en la regulación de dicha función. 

2. Particulares 

2.1.Estudiar los efectos de la ovariectomía unilateral sobre las secrecIOnes de 

progesterona, testosterona y estradiol en el día del estro 

2.2. Analizar los efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre las secreciones de 

progesterona, testosterona y estradiol en el animal con ovariectomía unilateral. 

28 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas hembra adultas vírgenes (200 a 280 g) de la cepa CIIZ-V, mantenidas en 

condiciones controladas de iluminación, 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad (luces 

encendidas de 5:00 a 19:00 hr.), con libre acceso al agua y al alimento (Purina rat chow). 

Para llevar el control del ciclo estral de las ratas se tomaron frotis vaginales diarios y solo 

fueron utilizadas aquellas que presentaron al menos, dos ciclos consecutivos de cuatro días. 

A las 13 horas del día del estro, los animales fueron destinados en alguno de los siguientes 

grupos experimentales: 

Experimento l . 

Testigo. Un grupo de ratas cíclicas sin tratamiento fueron sacrificadas a las 14:00 horas en 

el día del estro y otro a las 13 :00 horas del diestro-l 

Anestesia. Un grupo de ratas fue anestesiado con éter a las 13:00 horas del día del estro 

durante 7 minutos (tiempo aproximado en el que se realiza la cirugía (operación simulada, 

u ovariectomía unilateral) y sacrificado a las 14:00 horas en el día del estro y otro a las 

13 :00 horas del diestro-l. 

Perforación del peritoneo (PP). A las 13:00 horas del día del estro un grupo de ratas 

fueron colocadas en una tabla de disección, anestesiadas con éter y sometidas a una incisión 

en el dorso, unilateral o bilateral realizada aproximadamente 2 cm. por debajo de la última 

costilla. La incisión se hizo atravesando la piel, el músculo y peritoneo, pero sin tocar el 

ovario; una vez terminado este procedimiento se cerró la piel con una grapa. (Estos grupos 

fueron los de operación simulada, pero dado que se observaron cambios en la concentración 

hormonal se decidió llamar perforación del peritoneo) 

Ovariectomía unilateral (OVX-U). Se siguió el mismo procedimiento utilizado para la 

perforación del peritoneo, con la diferencia de que se sacó el ovario derecho (OVX-D) o el 

izquierdo (OVX-I) se ligó el pedículo y se cortó la gónada. Una vez terminado el 

procedimiento se cerró la piel con una grapa. 

29 



Ovariectomía bilateral (OVX-B). En N ratas se siguió el mismo procedimiento utilizado 

para la ovariectomía, con la diferencia de que se extirparon ambos ovarios. Una vez 

terminado el procedimiento se cerró la piel con una grapa. 

Experimento 2. 

Inyección de vehículo (Vil). A las 12:00 horas del día del estro se pesaron las ratas y se 

inyectó agua destilada y esterilizada por vía subcutánea a la dosis de 0.3 mllKg de peso. 

Inyección de Sulfato de Atropina. Se preparó una solución de 3.75g de sulfato de atropina 

(Sigma Chem. Co. St. Louis Mo. USA) y se aforo a 10 mi con agua destilada y esterilizada. 

A las 12:00 horas del día del estro se pesaron los animales y se inyectaron con 300 mglkg 

de peso por vía subcutánea. Se utilizó esta dosis, dado que en experimentos previos se 

observó que la ovulación se bloqueaba en todos los animales tratados (Domínguez y col., 

1982). 

Inyección de sulfato de atropina + cirugía. (ATR+PP, ATR+OVX-U o ATR+OVX). Se 

pesaron los animales ya las 12:00 horas del día del estro se inyectaron 300 mg!K.g de peso 

y a las 13:00 horas se les realizó la perforación del peritoneo, ovariectomÍa unilateral o 

bilateral. 

Con el fin de analizar los efectos inmediatos o a corto plazo los animales tratados fueron 

sacrificados una o 24 horas después del tratamiento experimental. 

Procedimiento de autopsia. Los animales fueron sacrificados por decapitación, se colectó 

la sangre del tronco, se mantuvo a temperatura ambiente por 30 minutos para que coagulara 

y posteriormente fue centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos. Una vez terminada la 

centrifugación se separó el suero del botón celular. Los sueros fueron almacenados a -200 

C, hasta que las concentraciones de progesterona, testosterona, 17p-estradiol fueran 

medidas. 

30 



Cualltificación de hormonas esteroides en suero 

Las cuantificaciones de progesterona, testosterona y estradiol se realizaron por radio 

inmuno análisis de fase sólida, para lo cual se utilizó un estuche (Coat-A-Count, USA) que 

consiste de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de 

hormona marcada ( 1251 Progesterona, 1251 Testosterona yl25r Estradiol) y siete calibradores 

para la realización de la curva patrón (Pro gestero na: 0.1, 0.5, 2, 10, 20 Y 40 ng/ml: 

Testosterona: 0.2, 1.0, 200, 500, 1000,2000,4000,8000, 16000 pg/ml; Estradiol: 5, 10, 20, 

50, 75, 150,250 pg/m1). A cada tubo se le adicionaron 1001-11 de suero problema, más 1000 

1-11 de la hormona marcada, todos los tubos se agitaron y se incubaron a temperatura 

ambiente durante tres horas. Posteriormente se decantó el sobrenadante de cada tubo, se 

secaron las paredes del mismo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su 

análisis. La concentración de la progesterona se expresó en ng/ml y las de testosterona y 

estradiol en pg/ml de suero. Los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron 6.9% 

y 10.8 % para estradiol, 5.3% y 9.87 % para progesterona y 5.6% y 8.7 % para testosterona 

respectivamente. 

Análisis estadístico 

Los resultados de las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol en suero se 

analizaron por la prueba de análisis de varianza múltiple (ANDEV A), seguida de la prueba 

de Tukey. Para comparar los resultados de dos gruposse utilizó la prueba "t" de Student. 

En todos los casos se consideraron significativas aquellas diferencias en las cuales la 

probabilidad fue menor o igual al 5%. 
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RESULTADOS 

Experimento 1. EFECTOS DE LA OVARIECTOMíA UNILATERAL SOBRE LAS 
CONCENTRACIONES SÉRICAS DE PROGESTERONA, TESTOSTERONA y 
ESTRADIOL 

1.1. PROGESTERONA (P4) 

1.1.1. Efecto inmediato (1 hora) de la ovariectomía unilateral 

Con respecto al grupo testigo, la anestesia no provocó cambios significativos en la 

concentración plasmática de P 4. En comparación con el grupo de animales anestesiados la 

perforación del peritoneo del lado izquierdo no modificó la concentración de P4, pero la 

perforación del lado derecho resultó en aumento de la concentración de la hormona 

(Tabla 1). 

Cuando se compararon los resultados de la OVX-U con el grupo de perforación 

peritoneal observamos que sólo la OVX-I resultó en la disminución la concentración de P4 

(Gráfica 1, panel A). 

1.1.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía unilateral 

Ni la anestesia con éter, ni la perforación unilateral del peritoneo provocaron cambios 

significativos en la concentración de P 4 respecto al grupo de animales testigo (Tabla 1). 

En comparación con el grupo de perforación unilateral del peritoneo, la extirpación 

de un ovario disminuyó la concentración de la hormona (Gráfica 1, panel B). 
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Tabla 1. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentración (media ± e.e.m) de progesterona (ng/ml), de la anestesia y de la
perforación del peritoneo del lado izquierdo (PPI) o derecho (PPD)

G rupo N Una hor a n 24 hora s

Testigo 8 10.5 ± 2.4 9 17.0±1.1

Anestesia 6 7.6±1.6 6 15.5±1.5

PPI 8 11.3 ± 2.9 10 14.4 ± 1.6

PPD 8 20.3 ± 6.1 • 8 13.4 ± 1.0
• p< 0.05 vs . Anestesia (ANOEVA, seguida de la prueba de Tukey)

Gráfica l . Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la

concentración (media ± e.e.m.) plasmática de progesterona (ng/ml), de la
ovariectomía izquierda (OVX-I) o derecha (OVX-D)
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1.1.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral

La perforación del peritoneo de ambos lados no mod ificó la concentración de P4 respecto a

los animales anestesiados. Una hora después de la OVX -B la concentración de P4 aumentó

en comparación con el grupo de animales con perforación bilateral del peritoneo.

Veinticuatro horas después de la OVX-B disminuyó la concentración de la hormona (Tabla

2).

Tabla 2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentración (medía ± e.e.m) de progesterona (ng/ml), de la anestesía, perforación
bilateral del perítoneo (PPB) o de la ovariectomía bilateral (OVX-B)

Grupo

Anestesia

PPB

OVX-B

n Una hora

6 7.6±1.6

8 14.7 ± 1.9

11 24 horas

6 IS.S ±1.S

9 13.4±0.S

11 2.3 ± 0.2 .'"
• p< 0.05 vs. Anestesia; "'p<O.OS vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

• Los resultados observados una hora después de los tratamientos quirúrgicos nos

permiten sugerir que en el lado derecho del peritoneo transcurre una vía nerviosa

que regula la secreción de la P4 de manera estimulante.

• Este efecto nervioso es transitorio, dado que a las 24 horas estos resultados son

diferentes.

• A las 24 horas de extirpar uno de los ovarios, el ovano in si/u secreta

aproximadamente la mitad de la concentración de P4 circulante que en un animal

normal.
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1.2. TESTOSTERONA

1.2.1. Efecto inmediato (1 hora) de la ovariectomia unilateral

La anestesia no modificó la concentración de testosterona respecto al grupo testigo , efecto

que tampoco fue modificado por perforación del peritoneo del lado izquierdo; pero la

perforación del peritoneo del lado derecho provocó aumento en la concentración de la

hormona (Tabla 3).

En comparación con el grupo de animales con perforación del peritoneo, la OVX-I

aumentó la concentración de testosterona; mientras que la OVX-D no la modificó (Gráfica

2, panel A).

1.2.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía unilateral

Veinticuatro horas después de la anestesia, la concentración de testosterona aumentó

respecto al grupo de animales testigo , efecto que no fue modificado por la perforación

unilateral del peritoneo (Tabla 3).

En comparación con el grupo de animales con perforación del peritoneo, la OVX-I

disminuyó la concentración de testosterona; mientras que la OVX-D no provocó cambios

(Gráfica 2, panel B).

Tabla 3. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia o de
la perforación izquierda (PPI) o derecha (PPD) del peritoneo, sobre la con centración

(media ± e.e.m) de testosterona (pg/ml)

Grupo n Una hora n 24 horas

Testigo 8 <2.0 9 20.9 ± 5.0
Éter 6 <2.0 6 124.1 ± 14.0.
PPI 8 <2.0 10 193.3 ± 32.8
PPD 8 131.6 ± 14.6 • 8 164.8 ± 19.3
• p< 0.05 vs. Testigo (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)
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Gráfica 2. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) de la ovariectomía
izquierda (OVX-I) o derecha (OVX-D), sobre la concentración (media ± e.e.m.)

plasmática de testosterona (pg/ml)
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1.2.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral

Una hora después de la perforación de ambos lados del peritoneo no se observaron cambios

en la concentración de testosterona. En cambio, la OVX-B aumentó la concentración de la

hormona respecto al grupo de ratas anestesiadas o con perforación del peritoneo.

Veinticuatro horas después de la perforación del peritoneo la concentración de testosterona

aumentó, efecto que no fue modificado por la extirpación de ambos ovarios (Tabla 4).
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Tabla 4. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia, de la
perforación bilateral del peritoneo (PPB) o de la ovariectomía bilateral (OVX-B),

sobre la concentración (media ± e.e.m) de testosterona (pg/ml)

Gru po N Una hor a n 24 horas

Anestesia 6 <2.0 6 124.1 ± 14.0

PPB 8 <2.0 9 218.8 ± 38.2.

OVX-B 9 77.2 ± 25.7."," 11 158.6 ± 43.0
• p< 0.05 vs. Anestesia; ","p<O.OS vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

• Estos resultados nos permiten sugerir que misma la vía nerviosa que transcurre por

el lado derecho del peritoneo también regula la secreción de testosterona.

• El ovario izquierdo regula de manera inhibitoria la secreción de testosterona, dado

que en los animales con OVX-I aumentó la concentración de la hormona.

1.3. E8TRADIOL

1.3.1. Efecto inmediato (1 hora) de la ovariectomía unilateral

La anestesia con éter no provocó cambios significativos en la concentración sérica de E2. La

perforación izquierda aumentó la concentrac ión de la hormona, lo que no ocurrió en los

animales con perforac ión del peritoneo del lado derecho (Tabla 5).

La extirpación de uno de los ovarios disminuyó la concentración de E2, pero sólo

fue estadísticamente significativa en los animales con OVX-I (Gráfica 3, panel A).

1.3.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía unilateral

En los animales anestesiados, la concentración sérica de E2fue semejante al grupo de ratas

intactas (Tabla 5).
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Ni la perforación del peritoneo del lado izquierdo o derecho (Tablas 5), ni sus

respectivas OVX-U (Gráfica 3, panel B) provocaron diferencias significativas en la

concentración de Ez.

Tabla 5. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia o de
la perforación izquierda (PPI) o derecha (PPD) del peritoneo, sobre la concentración

(media ± e.e.m) de estradiol (pg/ml)

Gr upo n Una hora 11 24 horas

Testigo 8 16.0 ± 3.4 9 19.0 ± 1.3
Éter 6 10.9±2.1 6 24.4 ± 2.6

PPI 8 26.8 ± 5.2 • 10 24.0 ± 3.6

PPD 8 16.3 ± 3.8 8 18.1 ± 3.7
• p<O.OS vs. Éter (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

Gráfica 3. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) de la ovariectomía

izquierda (OVX-I) o derecha (OVX-D), sobre la concentración (media ± e.e.m.)
plasmática de estradiol (pg/ml)
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• p<O.OS vs. PPI (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
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1.3.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral

Una hora despu és de la perforación bilateral del peritoneo aumentó la concentración de Ez

en el suero ; este efecto fue bloqueado en los animales con ovariectomía bilateral. A las 24

horas ésta cirugía no provocó cambios sign ificativos en la concentración de Ez (Tabla 6)

Tabla 6. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia, de la
perforación bilateral del peritoneo (PPB) o de la ovariectomía bilateral (OVX-B)

sobre la concentración (media ± e.e.m) de estradiol (pg/ml)

Grupo

Anestesia

PPB

OVX-B

n Una hora

6 16.ü±3.4

8 28.8±4.ü.

9 13.6 ± 1.5...

n 24 horas

9 24.1 ± 2.6

9 18.4 ± 3.4.

11 23.7±2.3

• p< 0.05 vs. Anestesia; "'p<O.OS vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tuke y)

• Estos resultados nos llevan a sugerir que del lado izquierdo del peritoneo transcurre

una vía nerviosa que regula la secreción de E2.
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Experimento 2.- ANÁLISIS DE LA PARTICIPACiÓN DEL SISTEMA
COLlNÉRGICO EN LA REGULACiÓN DE LAS SECRECIONES DE
PROGESTERONA, TESTOSTERONA y ESTRADIOL

2.1. PROGESTERONA (P4)

2.1.1. Efecto inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyección de sulfato

deATR

Una hora después de la inyección subcutánea del vehículo, no se observaron

modificaciones significativas en la concentración de P4 con respecto al grupo testigo. En

cambio, 24 horas después aumentó la concentración de la hormona (Tabla 7).

La inyección subcutánea de sulfato de atropina aumentó la concentración de P4

tanto a la hora como a las 24 horas (Tabla 7).

Tabla 7. Efectos inmediato (una hora) o a corto plazo (24 horas) de la inyección del

vehículo (Vh) o del sulfato de atropina (ATR), sobre la concentración (media ± e.e.m)
de progesterona (ng/mI)

Grupo n ' Una hora n 24 horas

Testigo 8 10.5±2.4 9 17.0 ± 1.3

Vh 8 6.6± 0.6 6 22.6 ± 1.7 •

ATR 8 29.1±1.6."" 10 36.0 ± 1.8 • "".
• p<O.OS vs. Testigo, ""<pO.OS vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

• p<O.OSvs. ATR a la hora (Prueba "t" de Student)

• Estos resultados muestran que la inyección de agua destilada es un factor

estresante que estimula la secreción de P4.

• El sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la secreción de esta

hormona, y su efecto aumenta conforme transcurre el tiempo desde su bloqueo.
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2.1.2. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía unilateral en ratas

tratadas con ATR

En los animales con bloqueo del sistema colinérgico, la perforación unilateral del peritoneo

disminuyó la concentración de P4 una hora después de la cirugía (Gráfica 4, panel A), este

efecto desaparece a las 24 horas (Gráfica 4, panel B). Veinticuatro horas después de la

OVX-U disminuyó la concentración de la hormona (Gráfica 4, panel B).

Gráfica 4. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentración (media ± e.e.m.) plasmática de progesterona (ng/mi) de la perforación

del peritoneo del lado izquierdo o derecho (ATR+PPI o ATR+PPD) o de la
ovariectemía izquierda o derecha (ATR+OVX-I o ATR+OVX-D) en el animal con

bloqueo del sistema colinérgico
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• Con base en los resultados sugerimos que el sistema colinérgico regula de

manera inhibitoria la secreción de P4.
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2.3.1. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral en ratas tratadas

con ATR

En animales inyectados con sulfato de atropina, el efecto inmediato de la perforación de

ambos lados del peritoneo fue la disminución en la concentración de P4, efecto que

desaparece a las 24 horas.

Sólo a las 24 horas de la OVX-B se observó disminución en la concentración de la P4

(Tabla 8).

Tabla 8. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentración (media ± e.e.m) de progesterona (ng/mi), de la perforación bilateral
del peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomía bilateral (ATR+OVX-B) en animales

con bloqueo del sistema colinérgico

Grupo

ATR

ATR+PPB

ATR+OVX

n

8

6

7

Una hora n

29.1 ± 1.6 7

13.0±1.2", 6

13.9±1.7+ 5

24 ho ras

36.0 ± 1.6

21.7±3.7

6.2±1.2+",
• p<O.üs vs. ATR, "'p<O.OS vs. ATR + PPB (ANDEVA segu ida de la prueba de Tukey)

• Estos resultados nos permiten sugerir que la perforación bilateral del peritoneo

bloquea el efecto estimulante del sulfato de atropina sobre la secreción de P4;

este efecto momentáneo disminuye a las 24 horas.
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2.2. TESTOSTERONA

2.2.1. Efectos inmediato (a la hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyección de sulfato

deATR

Una hora después de la inyección subcutánea del vehículo aumentó la concentración

sérica de testosterona con respecto al grupo de animales testigo, efecto que desaparece a las

24 horas . Solamente a las 24 horas de inyectar el sulfato de atropina se observó aumento en

la concentración de testosterona (Tabla 9).

Tabla 9. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyección del
vehículo (Vh) o de sulfato de atropina (ATR) sobre la concentración (media ± e.e.m)

de testosterona (pg/ml)

Grupo

Testigo

Vh

ATR

n

8

8

8

Una hora

<2.0

13.0± 5.9.

22.3± 11.0

n 24 horas

9 20.9 ± 5.0
8 19.4± 7.2
8 151.1 ± 36.5. olo

.p<O.OSvs. Testigo, olo <pO.OSvs. Vh (AN DEVA, seguida de la prueba de Tukey)

• Estos resultados nos permiten señalar que la inyección del vehículo tiene un

efecto estimulante pero transitorio, sobre la secreción de testosterona.

• Los receptores muscarínicos regu lan de manera inhibitoria la secreción de

testosterona.
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2.2.2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía

unilateral en ratas tratadas con ATR

En animales con bloqueo del sistema colinérgico, la perforación unilateral del peritoneo

no modificó la concentración de testosterona una hora después de la cirugía. Por el

contrario, los efectos de la OVX unilateral dependieron del ovario extirpado. La OVX-I

disminuyó la concentración de testosterona. El efecto opuesto se observó al extirpar el

ovario derecho (Gráfica 5, panel A).

En los animales con bloqueo colinérgico, la concentración de testosterona

disminuyó a las 24 horas de perforar el peritoneo del lado derecho. La extirpación de uno

u otro ovario no alteró la concentración de la hormona a este tiempo (Gráfica 5, panel B).

Gráfica 5. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentración (media ± e.e.m) de testosterona (pg/ml) de la perforación del peritoneo
del lado izquierdo (ATR+PPI) o derecho (ATR+PPD) o de la ovariectemía izquierda

(ATR+OVX-I) o derecha (ATR+OVX-D) en ratas con bloqueo del sistema colinérgico
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• Con base en estos resultados sugerimos que el sistema colinérgico regula de manera

asimétrica la secreción de testosterona por cada ovario in situ: sobre el ovario

izquierdo sería inhibitori a, mientras que sobre el derecho sería estimulante. Dado

que 24 horas después de la ovariec tomía izquierda (animal con ovario derecho in

situ), la concentración de testosterona es semejante a la observada en ratas con

PPI, sugerimos que este ovario es capaz de compensar la ausencia del izquierdo

como resultado de la activación de otros mecanismos de regulación y no

exclusivamente por el colinérgico, como sucede con el ovario izquierdo in situ

2.2.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral en ratas tratadas

con ATR

En comparación con el grupo de ratas atropin izadas, la perforación de ambos lados del

peritoneo no provocó cambios significativos en la concentración de testosterona en

ninguna de las horas evaluadas. Este efecto no lo modificó la extirpación de ambos ovarios

(Tabla 9)

Tabla 9. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentración (media ±e.e.m) de testosterona (pg/ml), de la perforación bilateral del
peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomía bilateral (ATR+OVX-B) en animales con

bloqueo del sistema colinérgico

Grupo n Una hora n 24 horas
ATR 8 22.3 ± 11.0 7 151.4 ± 36.0
ATR+PPB 6 I 73.9±41.7 6 240.6±30.8
ATR+OVX 7 280.2±104.2+ 5 365.5±86.6 +

tp<O.os vs. ATR (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

• Con base es estos resultados sugerimos que la perforación del peritoneo estimula la

secreción de testosterona por medio de mecanismos de regulación que no

involucran al sistema colinérgico.
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2.3. ESTRADIOL

2.3.1. Efectos inmediato (a la hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyección de sulfato

deATR

La inyección del vehículo provocó aumentó en la concentración plasmática de E2, una y 24

horas después de su administración. El bloqueo del sistema colinérgico no modificó estos

resultados (Tabla 10).

Tabla 10. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentración (media ± e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la inyección del vehículo (Vh) o
de sulfato de atropina (ATR)

Grupo n Una hora n 24 horas

Testigo 8 16.0 ± 3.4 9 19.0 ± 1.3
Vh 8 41.4 ± 2.3. 8 47.1 ± 3.3.

ATR 8 45.3 ± 6.7 8 34.7± 3.4.

• p<O.OS vs. Testigo ( ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

• Estos resultados nos permiten sugerir que el estrés provocado por la inyección del

vehículo estimula la secreción de E2. Esta respuesta al estrés no involucra un

componente colinérgico.

2.3.2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la ovariectomía

unilateral en ratas tratadas con ATR

La perforación del peritoneo en animales con bloqueo del sistema colinérgico no provocó

cambios en la concentración plasmática de E2, efecto que no fue modificado por la OVX­

U en ninguna de las horas estudiadas (Gráfica 6).
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Gráfica 6. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentración (media ± e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la perforación del peritoneo del

lado izquierdo (ATR+PPI) o derecho (ATR+PPD) o de la ovariectemía izquierda
(ATR+OVX-I) o derecha (ATR+OVX-D) en ratas con bloqueo del sistema colinérgico
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• Estos resultados nos permiten sugerir que el sistema colinérgico no regula la
secreción de Ez.

2.2.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomía bilateral en ratas tratadas

con ATR

En el animal con bloqueo del sistema colinérgico, la perforación de ambos lados del

peritoneo no provocó cambios significativos en la concentración de estradiol; este efecto

no fue modificado por la castración en ninguna de las horas estudiadas (Tabla 11)
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Tabla 11. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la
concentración (media ± e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la perforación bilateral del
peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomía bilateral (ATR+OVX-B) en animales con
bloqueo del sistema colinérgico

Grupo n Una hora n 24 horas

ATR 8 45.3 ± 6.7 7 34.7 ± 3.4
ATR+PPB 6 35.2±4.6 6 45.9±5.7

ATR+OVX 7 40.7±6.3 5 28.5±4.0

• Estos resultados apoyan la idea de que el sistema colinérgico no regula la secreción
de Ez.
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DISCUSiÓN

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que en el día del estro, los

ovarios secretan de diferente manera P4, testosterona y Ez. El sistema colinérgico regula de

manera diferente la secreción de estas hormonas: sobre la P4 es inhibitoria, mientras que

sobre la testosterona depende del ovario in situ, esto es, sobre el izquierdo es inhibitoria,

mientras que sobre el derecho es estimulatoria. En cambio, la secreción de Ez no es

regulada por este sistema de neurotransmisión .

Efectos Inmediatos.

Los efectos diferentes sobre la concentración sérica de hormonas esteroides observadas

una hora después de la OVX-U dependerian de la información nerviosa que recibe cada

ovario. Esta regulación nerviosa parece derivar, en parte, de la inervación que se localiza

en cada lado del peritoneo. En la rata, la integración de la información nociva (información

sensorial que detecta daño o alteración) proveniente del peritoneo involucra al núcleo del

tracto solitario por intermedio de receptores a neurokinina-B (Chen y col., 1997).

Con base en nuestros resultados proponemos que, por el lado derecho del peritoneo

transcurriría una vía nerviosa que regularía la secreción de P4 Y testosterona, mientras que

del lado izquierdo correría otra que modularía la secreción de Ez; de tal forma que el

sistema sensorial que inerva el peritoneo participaría de manera asimétrica en la regulación

de la secreción de dichas hormonas .

La vía peritoneal derecha también podría estar regulando la secreción de P4 Y

testosterona en las glándulas adrenales, ya que la extirpación del ovario derecho no alteró el

aumento en la concentración de estas hormonas observado en los animales con perforación

del peritoneo del mismo lado. Los efectos inmediatos de la perforación del peritoneo del

lado derecho podrían ser explicados como respuesta a la estimulación en la secreción de

ACTH. En cuyos machos, la ACTH no modifica la concentración plasmática de LH pero

aumenta la de P4; en cultivos de células adrenales la ACTH estimula la liberación de P4,

androstenediona y cortisol (Fenske, 1997).
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El efecto de la perforación del peritoneo del lado izquierdo sobre la secreción de E2

podría ser explicado por medio de la liberación de adrenalina y noradrenalina desde la

médula de las suprarrenales. En el ovarío de rata estas hormonas estimulan la secreción de

P4 y andrógenos, los cuales finalmente podrían ser aromatizados a E2 (Aguado, 2002) .

Otra explicación sería que la perforación izquierda del perítoneo ejerciera un efecto

estimulante sobre la secreción del ácido gamma amino butíríco (GABA) en el ovario y, de

esta forma aumentar la secreción de E2. Erdo y col. (1895) y Laszlo y col. (1989) mostraron

que la inyección de GABA en la bursa del ovarío de ratas pseudopreñadas, aumenta la

concentración de E2.

Los ovarios estarían ejerciendo un vínculo funcional de tipo inhibitorio en la

secreción de P4 y testosterona sobre las adrenales, ya que la OVX-B aumentó la

concentración de estas hormonas en suero . Es posible que este vínculo funcional ocurra por

medio del ganglio celiaco. La mayoría de las neuronas que constituyen el nervio ovárico

superior se localizan en éste ganglio (Sarper y col., 1976). El plexo celiaco recibe fibras

del nervio esplácnico y del vago . Se ha sugerido que las fibras VIPérgicas contenidas en el

nervio ovárico superior derivan del nervio esplácnico, del vago y del ganglio suprarrenal

(Baljet y Drukker, 1980). Por medio de estudios in vitro, de células adrenales se ha

mostrado que el E2 y la testosterona estimulan o inhiben, respectivamente la conversión de

25-0H-colesterol a pregnelonona, al actuar sobre la actividad de la enzima P450scc (Nowak y

col. 1995; Kau y col., 1999). Malendowicz (1976) mostró en la rata macho, que la

orquidectomía provoca aumento del peso de las adrenales y que tanto la testosterona como

el E2 inhiben la actividad 5a-reductasa en la adrenal. Recientemente se ha mostrado que

las glándulas adrenales de oveja tienen receptores a estrógenos del tipoa, los que aumentan

después de la castración (Van Lier y col, 2003) .

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, en el día del estro, la fuente de

secreción de E2 son los ovarios, ya que la OVX-B disminuyó drásticamente su

concentración en suero. Este hecho nos lleva a sugerir que en el día del estro las glándulas

adrenales no secretan E2.
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Con base en los resultados obtenidos sugerimos que los cambios en la concentración

de las hormonas esteroides observados en la primera hora reflejan mecanismos

neuroendocrinos de reorganización que compensarán la falta de uno de los ovarios. Además

nuestros resultados apoyan la idea propuesta por Klein y Burden (1988) acerca de la

existencia de un mecanismo reflejo viscero-visceral como componente generalizado del

sistema nervioso autónomo que serviría como modulador de la actividad de las células del

ganglio simpático y en consecuencia, de la actividad funcional de órganos viscerales

específicos.

A partir de los resultados obtenidos en ratas OVX-U sugerimos que el ovario

izquierdo regula de manera inhibitoria la secreción de testosterona, ya que en los animales

con OVX-I aumentó la concentración de testosterona con respecto al animal con

perforación del lado izquierdo del peritoneo. Esta función inhibitoria se estaría ejerciendo

sobre el ovario derecho, sobre las adrenales o ambos. No contamos con una explicación

anatómica ni fisiológica a este hecho. Posiblemente sea mediante el mecanismo reflejo

entre las dos vísceras propuesto por Klein y Burden (1988). Previamente se ha planteado la

existencia de una comunicación neural entre los dos ovarios por medio de las fibras que se

originan en el ganglio celiaco del lado izquierdo y derecho y que da origen al nervio

ovárico superior (Aguado, 2002, Domínguez y col, 2003)

Los efectos inmediatos (a la hora) de la inyección de agua destilada sobre la

concentración de Ez pueden ser explicados si consideramos que al inyectar al animal se

activen receptores sensoriales que regulen la actividad de la enzima StAR en los ovarios.

En cultivos de células de la teca y adrenales de bovinos, se ha observado que la

transcripción del gen y la síntesis de la proteína StAR ocurre una y dos horas,

respectivamente después de adicionar LH o ACTH al cultivo, su máxima concentración

se observa a las cuatro horas y retorna a sus concentraciones basales en doce (para ACTH)

o 24 horas (para la LH) (Ivell y cols., 2000).

Los resultados obtenidos por el tratamiento con sulfato de ATR nos permiten

sugerir que en el día del estro, el sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la

secreción de P4 Y testosterona. Previamente se ha mostrado que la concentración
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plasmática de P4 aumenta a la hora de inyectar ATR en el día del diestro-1 (Cruz y col.,

2001). Otros investigadores han mostrado que P4 disminuye al tratar a los animales con

agonistas nicotínicos (Asashi y Hsueh, 1981) Y en ratas macho, Favaretto y col, (1993)

mostraron un efecto inhibitorio del sistema co!inérgico sobre la secreción de testosterona

en cultivos de células de Leydig.

La regulación inhibitoria del sistema colinérgico en la secreción de P4 se lleva a

cabo solamente en el ovario izquierdo, ya que en un animal con bloqueo del sistema

colinérgico, la extirpación del ovario izquierdo anula el aumento de la concentración de P4

provocado por la inyección subcutánea del sulfato de atropina. Esta idea es apoyada por el

hecho de que en el animal con bloqueo colinérgico, la extirpación del ovario derecho o de

ambos incrementó aún más la concentración de P4 en suero. Estos resultados pueden ser

explicados con base en una diferencia en la inervación que recibe cada ovario (Klein y

Burden, 1988). Se ha sugerido que la función del ovario derecho depende principalmente

de la actividad vagal (Burden HW y col., 1986), sin embargo estos autores evaluaron la

población folicular y la hipertrofia compensadora del ovario en ratas OVX-U y no la

función esteroidogénica. En cultivos de células de la granulosa de humano y de rata, se ha

mostrado la presencia de receptores MI y M, (receptores muscarínicos tipo 1 y 5)

(Mayerhofer et el, 2003) . La estimulación del sistema colinérgico en células de la

granulosa de vaca estimula la síntesis de esteroides (D'Albora y cols., 2000). Sin

embargo, en presencia de estradiol o de FSH, otros estudios ponen de manifiesto un efecto

inhibitorio de drogas colinérgicas sobre la esteroidogénesis de células de la granulosa

(Espey y cols., 2000; Felder, 1995; Fritz y cols., 1999).

Con base en los resultados obtenidos en los animales inyectados con ATR antes de

la OVX-U, podemos sugerir que el sistema colinérgico regula de manera asimétrica la

secreción de testosterona : sobre el ovario izquierdo ejercería un efecto estimulante sobre la

secreción de testosterona; mientras que sobre el ovario derecho tendría una influencia

inhibitoria. Si consideramos los resultados obtenidos en el animal con OVX-B, podemos

sugerir que el sistema colinérgico también estaría regulando de manera inhibitoria la

secreción de testosterona en las adrenales. Walland y Pieper (1998) mostraron en el cuyo y

52



el perro, que la activación de receptores MI activan partes centreales del sistema nervioso

sirnpatico, incluyendo proyecciones de las adrenales (ganglio paraganglionar) por una

acción mediada por receptores muscarinicos de las glándulas adrenales.

Efectos a Corto Plazo.

Veinticuatro horas después de las manipulaciones "simuladas", el sistema secretor de

hormonas como la P4 Y el E2 parece estar más estable, ya que a este tiempo los efectos

iniciales del éter o las perforaciones unilaterales o bilaterales del peritoneo ya no son

significativamente diferentes con respecto a un animal intacto.

Los efectos inmediatos de la perforación uni o bilateral del peritoneo sobre la

concentración de P4 Y E2 desaparecen a las 24 horas, lo que nos lleva a pensar en

respuestas inmediatas al estrés. La regulación de la secreción de testosterona parece ser un

mecanismo más complejo, ya que hasta las 24 horas posteriores a la anestesia o la

perforación bilateral observamos un incremento en la concentración de esta hormona. Una

explicación al respecto implicaría la respuesta del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal al éter

mediado por catecolaminas (Murakarni y col. , 1997); las cuales regulan la secreción de P4 Y

andrógenos en cultivo de ovarios completos (Adashi y Hsueh, 1981; Aguado y col., 1984;

Dyer, Erickson, 1985).

En humanos y roedores la respuesta al estrés agudo (como la anestesia con éter) se

evalúa por medio del incremento en la concentración plasmática de testosterona y de LH

(Rabin y col, 1988; Riever y Rivest, 1991) . En los roedores, el incremento en la

concentración de LH se ha explicado mediante el efecto estimulante de la ACTH sobre las

neuronas secretoras de la GnRH. No debemos descartar la posibilidad de que el aumento

en la concentración de testosterona pueda ser también de origen adrenal. Diversos autores

han señalado que el estrés produce alteraciones en la estructura interna de la suprarrenal, las

cuales varían dependiendo de la naturaleza del estrés, de su gravedad y de su duración

(Luse, 1970).
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Otra explicación al aumento en la concentración de testosterona observado 24 horas

después de la anestesia, sería que la hormona se acumule en la sangre, como resultado del

retardo en su degradación, depuración o de ambas funciones a la vez, ya que uno de los

efectos del éter es disminuir la filtración glomerular y las funciones hepáticas (Price, 1978).

Un posible mecanismo involucrado en los efectos de la perforación del peritoneo

sobre la secreción de testosterona es que la estimulación de los receptores sensoriales del

peritoneo, aferentes al sistema nerviosos central por intermedio de la neuroquinina-B,

activen a su vez neuronas colinérgicas del núcleo del tracto solitario y desde aquí parta

una señal estimulante (posiblemente por medio del nervio vago) de las glándulas

productoras de testosterona (Fig. 6). Las neuronas colinérgicas del sistema nervioso

central son reguladas por tacikininas (Arenas y col, 1991; Lehericy y col, 1993; Preston y

col, 1999). El uso de agonistas o antagonistas a tacikininas afectan la actividad de las

neuronas colinérgicas y modulan la liberación de acetilcolina (Anderson y col., 1993;

Arenas y col., 1991; Lehericy y col., 1993; Preston y col., 1999). Hay evidencias de que las

neuronas colinérgicas del cerebro anterior y los ganglios basales hacen sinapsis con

terminales que liberan substancia P (Arai y col., 1986). Luego entonces, modificaciones

en los receptores a neurokinina-B del peritoneo podría regular la función colinérgica central

y periférica.

Con base en los resultados obtenidos 24 horas después de la OVX uni o bilateral

podemos sugerir que el ovario in si/u ya es capaz de compensar la concentración sérica de

E2 pero no de P4, lo que convierte a este animal en una entidad diferente al que cuenta con

ambas gónadas.

La idea planteada previamente acerca de la función inhibidora del ovario izquierdo

en la secreción de testosterona, es apoyada por el hecho que aún 24 horas después de la

OVX-I la concentración de testosterona permanece elevada en comparación con el animal

con perforación del lado izquierdo del peritoneo.
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Figura 6. Posible explicación de la secreción de testosterona en la que posiblemente se
estimulen los receptores sensoriales del peritoneo mediante la participación de la
neuroquinina-B, quienes a su vez activen neuronas colinérgicas del núcleo del tracto
solitario y a su vez estimule (quíza a través del nervio vago) las glándulas productoras
de testosterona.

55



Dado que 24 horas después de la OVX-B, la concentración de E2 fue semejante a la 

de un animal intacto, nos lleva a sugerir que: 

l. El tiempo de depuración y degradación del E2 se altere; de tal forma que 24 horas 

después de la OVX-B la concentración de la hormona siga siendo semejante a la del grupo 

testigo. En la mujer, el tiempo de vida media de esta hormona es de una hora (Remington, 

1975). 

2. Otros órganos secreten el E2 a falta de las gónadas, durante las 24 horas posteriores 

a la OVX-B. Órganos como el corazón, páncreas y timo (Martel y cols., 1992), bazo 

(Fomeris y col, 1999), las adrenales (Wajechenberg y col, 1980; Tinnikov y col, 1992) yel 

tejido adiposo (S impon, 2003) producen estradiol bajo ciertas condiciones experimentales o 

patológicas. 

La anestesia con éter y la inyección del vehículo son factores estresantes que se 

manifiestan hasta las 24 horas, dando como resultado cambios significativos en la 

concentración de P 4, testosterona y E2. Sin embargo, estas alteraciones no ponen en riesgo 

la ovulación del animal (Cruz y col., 2001). 

El efecto de la inyección del vehículo a las 24 horas sobre la secreción de P 4, 

testosterona y E2 puede ser explicado como una respuesta al estrés, es decir, a la 

estimulación del eje adrenal. En ratas inyectadas con cocaína (droga que incrementa la 

liberación de ACTH), aumenta la concentración de P 4, la que en su mayoría es de origen 

adrenal (Walter, 2001). La inyección de capsaicina (agente neurotóxico específico para 

fibras sensoriales A y C) a ratas estimula la secreción de catecolaminas de origen adren al 

(Watanabe y col., 1988). En cubetas de incubación donde se mantienen unidos el ganglio 

celiaco, el ovario y el nervio ovárico superior, la adición de noradrenalina en diestro-2 

disminuye la liberación de P 4 . La adición de propanolol en la cubeta de incubación aumenta 

la liberación de esta hormona (Sosa y col., 2000) 

Los resultados obtenidos en los animales inyectados con ATR a los que se les 

perforó el peritoneo, ponen de manifiesto que alteraciones en la información sensorial 

localizada en el pliegue del cuello, desencadenan mecanismos de regulación complejos que 
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involucran no sólo al sistema colinérgico, sino a otros más, para lo cual no tenemos una

explicación.

En el humano , la atropina tiene una vida media de dos horas , sin embargo sus

efectos se prolongan, ya que el fármaco se elimina por completo hasta las 48 horas

siguientes, cuando se aplican dosis altas. Además , la ATR tiene un efecto antidiurético

(Innes y Nickerson, 1978) . Esta obse rvación explicaría el hecho que a 24 horas de la

inyección de ATR, la concentración de P4 Y testosterona siguieron estando altas , así que,

ambas hormonas pudieron acumularse en la sangre como resultado de una inhibición de la

diurésis .

Como se señaló en párrafos anteriores, en el día del estro los ovarios son la fuente

principal de E2, ya que la OVX-B disminuyó drásticamente la concentración en suero . La

secreción de E2 no es regulada por el sistema colinérgico, dado que la inyección de ATR

no modificó la concentración de la hormona. Burden (1978) mostraron que terminales

simpáticas poseían actividad acetil-colinesterasa (enzima responsable de la degradación de

la acetilcolina en el espacio sináptico), por lo que sugirieron que algunas fibras de origen

vagal viajaban junto con fibras simpáticas hacia el ovario, así que se asumió que una

inervación colinérgica similar a la simpática terminaba en el ovario. En la actualidad

sabemos que las fibras nerviosas viajan junto con los vasos sanguíneos hasta la glándula

intersticial, la teca y los cuerpos lúteos. Sin embargo , las células de la granulosa, que serían

las células blanco de la acetilcolina, ya que cuentan con receptores muscarínicos

(Mayerhofer y col., 2003), no entran en contacto con las posibles terminales nerviosas,

debido a que se encuentran por dentro de la membrana basal del folículo, lo que explicaría

en parte porque la inyección de ATR no produjo modificaciones significativas sobre la

secreción de E2.
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CONCLUSIONES 

1. En el día del estro, los ovarios no secretan de manera asimétrica P4, testosterona y 

E2. Los cambios en la concentración de las hormonas esteroides observados en la 

primera hora de estudio reflejan mecanismos neuroendocrinos de reorganización 

que compensarán la falta de uno de los ovarios. 

2. El sistema sensorial que inerva el peritoneo regula de manera asimétrica la 

secreción de hormonas esteroides sexuales. La inervación del peritoneo del lado 

izquierdo regula la secreción de E2, mientras que la del lado derecho modula la de 

P 4 Y testosterona. 

3. Un vínculo funcional de tipo inhibitorio en la secreción de P4 y testosterona 

estarían ejerciendo los ovarios sobre las adrenales. 

4. El ovario izquierdo regula de manera inhibitoria la secreción de testosterona. 

5. El sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la secreción de P4 del ovario 

izquierdo 

6. El sistema colinérgico regula de manera asimétrica la secreción de testosterona: 

sobre el ovario izquierdo ejercería un efecto estimulante, mientras que sobre el 

ovario derecho tendría una influencia inhibitoria. 

7. El sistema colinérgico no participa en la regulación de la secreción E2, cuya fuente 

principal son los ovarios. 

8. Hasta las 24 horas de la ovariectomía unilateral, el ovano in situ es capaz de 

compensar la concentración de testosterona pero no la de P4. 
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PERSPECTIVAS:

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, surgen los siguientes objetivos:

l. Estudiar el papel de las glándulas adrenales en la secreción de P4, testosterona y E2

en el día del estro.

2. Analizar la contribución del ovario izquierdo o derecho en la concentración de P4,

testosterona y E2, como única fuente in situ de secreción.

3. Estudiar el papel del sistema colinérgico en la regulación de la secreción de estas

hormonas por parte de las adrenales o de uno de los ovarios, utilizando el modelo

del animal adrenalectomizado o adrenalectomizado y ovariectomizado

unilateralmente.
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ABSTRACTS

identified as equi ne inhibin pro-c-C and aN-aC pep ti de, resp ectively . In conclusion, partial purification of equine inhibin ha s
bcen accomplished. It a ppea rs th at eq uine inhibin exis ts in dilfer ent MW forms as has be en demonstrated in other species.

466. EVIDENCE ON THE ASYMMETRlC ABlLITY IN THE ESTROGEN SECRETION BY THE RAT OVARIES. R
Oominguez' , Al Ba rco' , R Chavira ' , ME Cruz.' Biology of Reproduction Res earch Unit, FES Zaragoza UNAM, Mexico OF,
Mexico.'

The poss ible exis te nce of asymmetrical ovarían invol vem ent in the es trogen secretion was examined . On the day of estrus
of 4-day cyclic rats, a fte r two consecuti ve estrous cycles , sh am operat ion or hemiovariectomy (left or ri gh t ovary ext ir pa te d)
was performed a t 1200 h of th e day of estrous and the animals were kill ed 1 or 2 hours after surgery. Untouched control
grou ps were sacri ficed a t 1300 or 1400 h. One hour a fte r sham opera tí on, progesterone (22 .2 ± 4.3 vs . 23 .8 ± 4.6 nglml) and
17p-es tradi ol (19 .3 ± 2.8 vs . 16.3 ± 3.0 pg/ml) se rum levels , were simila r to untouched group, Rats with left ovary in situ
showed a diminution in 17p-estradiol serum level (19 .3 ± 2.8 vs . 9.5 ± 1.8 , p<0 .05) without changes in progesterone level
(22.2 ± 4.3 vs . 25.1 ± 4.6) . Wh en the right ovary was in situ, 17p-estradiol (17 .9 ± 2.6 vs . 8.5 ± 1.3, p<0.05) and progesterone
(21.0 ± 3. 0 vs , 11.7 ± 3.0, p<0.05) serum levels decreased, in comparison with sham operated animals. Two hours after sham
operati on , pro gesterone (16.0 ± 4.0 vs .17.8 ± 3.5) and 17p-estradiol (11 .3 ± 1.4 vs . 10.1 ± 2.0) serum levels were similar to
untouched con tro l gro up . 17p-estradiol (11.3 ± 1.4 vs . 12.9 ± 2.6) and progesterone (16 .0 ± 4.0 vs . 22.2 ± 3.5) serum level were
s imila r to sha m ope ra te d anima ls when the rats kept the left ovary in s itu. When th e right ovary was in s itu , the
17p-estra diol serum levels was lower than in sha m oper ated ones (6.3 ± 0.4 vs. 14.9 ± 2.3, p<0 .05 ), whi le proges terone (37.4 ±

11.2 vs . 12.4 ± 2.3, p<0.05) se ru m levels increased . Th ese results sugges t th at ovarian steroidogenesis ab ility by the left and
righ t ova rios is dilferent whe n one ovary is extirpated. Su pported by OGAPA :IN 208 996, CONACYT and P UIS .

467. EFFECT OF ETHANE l,2-DIMETHYL SULFONATE (EOS) ON ACUTE STEROIDOGENIC REGULATORY
I' ROT EIN (StAR) GEN E EXPRESSION ANO PROGESTERONE SYNTHESIS IN ACTIVATEO MOUSE TUMOR LEYDIG
CE LLS . Th orsten Oiemer '·3, Karen Held-Hales ', J ohn Ch oi' , Focko Rornmerts", Dale Buchanan Hal es .' Depts ofPhysiology
& Biophysics, Univ of lllinois at Chicago, Chicago, IL' ; Dept of Endocrinology and Reproduction, Er asmus Univ,
Rot terdamm, Ne t he rla nds i; Dept of Urology, J ustus Liebig Univ, Giessen, German y."

Th e object ive of ou r s tudy wa s to eva luate th e mol~cular m echanism responsible for acute inhibition of steroidogenesis in
mou se tumor Ley dig cells (MA 10) by EOS . EOS has been established as agent inducing specific apoptasis in Leydig cells in
rats a nd mic e as well as in cultured MA 10 cells. MA 10 cells were grown in Waymouth's medium with 15% horse serum.
In cubation was pe rformed under cAMP stimulation a nd d ilferent concentrations ofEDS for 3 and 6 hours . MA ID cells were
Iysed a fter in cub ation followed by total RNA extraction. StAR expression was detected by hybridization ofNorthem blots
with 32P-Ia beled StAR cONA probes. StAR protein me asurements were conducted by Westem blotting oftotal cellula r
pr otein by us e of a polyclona l anti-StAR antibody. Progesterone production of MA ID cells was detennined by
radioimmunoassays . Add itional exp erim ents excluded de novo protein synthesis and bypassed the StAR dependant
mitochondri al pa thwa y of choleste ro l by 22- R-OH-choles terol. The acute inhibition of steroidogenesis in MA lO cells by EOS
is a ttri butable to immedi ate suppressi on ofthe StAR gene subsequently resulting in the lack ofStAR. The inhibitary elfect
of EOS is indep enden t from de novo protein synthesi s and is al so evident in pre-stimulated cells. Steroidogenesis can be
rescue d by R-22 . EOS-specific elfects on StAR exp ressi on and protein are evident before the cells enter into a poptosis
excluding a popto t ic events as cause of the obse rve d phenom enon. Our results underscore the significance ofStAR as a
potential target for various pathophysiological events impairing steroidogenesis. StAR function has to be evaluated in the
future in th e bac kgr ound of testicular disorders pres ent in infertile or hypogonadic patients. [Source offunding: OFG project
Di 723 / 1-1 to T. Dierner (Germa ny)NIH project HO 35544 to O.B. Hales (USA)J

468. STEROID OGENI C ACTIVITY OF HUMAN GRAN ULOSA CELLS IMMORTALIZED WITH SV40 LARGE T
ANT IGEN. Ka tsuyasu Ishikawa' , Makoto Nitta', Hidetaka Katabuchi', Ta kash i Ohb a ' , Nobuyuki Tanaka', Kohei
Ma ts uura' , Hitoshi Okamura' Dept ofObstetrics and Gynecology, Kum amoto Un iv School ofMedi cin e, Kumamoto City,
J apan '

We immorta lized h uman granulosa cells fres hly obtained from th e folli cula r aspi rates of ovaries in women with a natural
ovula tory cycle, using SV40 large T ant igc n. Of 28 independently isola te d clon es, two clones established from one patient
grew progressively into lin es; GCla and GC1b . Pro gestero ne '1Od estradiol were secreted by the GC1a line at the early
pnssag es (GCIa E), but not by th e GCla lin e a t th e late passages (GC1a L) or the GClb lineoThe mRNAs ofsteroidogenic
ac ute regulatory protein and sterol carrier protein 2 were obse rve d in th e GC1a E line but decreased in the GC1 a L line, as
determined by RT-PCR. Incu batíon ofGC la L cell s with 20a -hydroxych olesterol, a soluble intennediate ofthe chol esterol
si de-chain c1eav age reaction, stimulated proges ter one secreti on. The add ition of 50 nglml androstenedione increased
progesterone and est radiol product ion in all th ree li nes. These re sul ts show th a t individ ua l human granulosa celllines
t ran sform ed with SV4 0 progressively loss th e s teroid ogen ic activity by multistep transfonnation. These cell lines pro vide a
new expe rime n ta l mod el to study the biological eve nts th at govern the steroidogenesis in human granulosa cells.
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DlFFERENTlAL EFFECTS OF THE ACUTE CHOLlNERGIC BLOCKADE BY ATROPlNE 
SULPHATE (ATR) lNJECTION TO HEMIOVARIECTOMIZED (HVOX) ADULT RATS, ON 
PROGESTERONE (P), TESTOSTERONE (T) AND ESTRADIOL (E) SERUM LEVELS 

\'ir. (. ;u/' ; \ .1 Elalcu1; R Chavira2; Il~lIez' i. "" R. Dom í n!2.lIel1 

1. Ullidad de InvestigaciólI ell Biología de la Reproducción, FES Zaragoza, Mexico, Mexico 

2. Biología de la Reproducción, Instituto Nacional de /a Nutrición "Salvador Zubi~n", México, Mexico 

Acute cholinergic blockade results in an increase in P and E serum levels (Brain Res. Bull, in press) . 
Because there is evidence that the effects ofhemiovariectomy (Hov) depends on the ovary in situ, we 
analyzed the effects of ATR injection immediately after left or right Hov on P, T and E serum levels, one 
hour after surgery. When the right ovary (RO) was in situ, P serum level was significantly higher than 
control (21.7*2.8 nglml vs. 10.6*2.4, p<0.05), and ATR injection did not modify it (21.9*1.4). On the 
other hand, when the left ovary (LO) was in situ, P serum levels were similar to control (11 .3*2.4 vs. 10.6 
*2.4), and cholinergic blockade resulted in a significant increase (19.34 * 1.2 vs. 11.3*2.4, p<0.05). Hov 
resulted in a significant increase in T serum levels (126* 10 pglml and 165*29 vs. <2.0, p<0.05). ATR 
treatment significantly diminished such increase «2.0 and 44.6, p<0.05). Hov did not modify E serum 
levels. Cholinergic blockade in tum resulted in a significantIy increase, higher when the LO was in si tu 
(35.0*1.6 and 23 .3*1 ,9 pglml vs. 10.0*3.4, p<0.05). Present results suggest that cholinergic innervation 
plays a different role in the regulation of hormonal secretion by the left and right ovaries. 
Supported by: CONACYT 27851-N 
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ABSTRACTS

in monkey ova rios in a coord inated manner , suggesting th a t th e in te ra et ion a nd coor dina ted regulati on of tPA
and PA I-l may a lso play a n essential role in the ind ueti on of ovu la t ion in primate.

76. EFFECTS OF CHOLINERGIC BLOCKADE AT ESTRUS ON OVARIAN HORMONES SECRETION. Rob­
erto Dorninguez'. Ana 1 Barco' , Roberto Cha vira" a nd Maria E Cruz '. 'B iology of Reproduction Research Unit,
FES Zaragoza , Mexico City, Mexico ; 20ept of Biology of Reprodu ction , Instituto Nacional de la Nutrici ón S .Z.,
Mexico City, Mexico. · ,

Atropine sulfate (ATR) inje ction a t 1300 h of est rous day blocks ovul ati on on th e next ex pecte d es trous day.
Such blockade of ovul ation is the result of the blockad eof LH secretion, but not FSH. Because th ere is evide nce
that cholinergic ovarian innerv a tion plays a role in th e regulation of ovari an secre tion at th e beginning of the
estrous cyele we analyzed the effects of ATR (300 mglkg b.w .) inj ecti on at 1300 h of the day of est rus on prog es ­
te rone (P) , testosterone (T) and estt adiol (E) serum levels , in rats sacrificed 24 , 48 , 68 , or 75 hours after ATR
adm inistration. Cyclic untouched ratswere us ed as cont ro!. 24 h after treatment P and T concentrations we re
similar to control animals , while E l ével was significantlyIower (3.6 :': 0.2 pg/m l vs. 12.3 :': 2.5, p <O.O1). 48 h
after ATR injection, P level in creased (18 .2 :':·4 .3 (pg/m l) V8. 9.6 :': 1.0, n .s.), while T level decreased (6 .0 :': 3.6
(ng/rnl) vs . 36 .7 :': 1.3, p<O.Ol) 'a nd El level was similar -tocontrol . rfid h after treatment (d ay of proest.rus at
0900 h ) P lev el was significantly higher th an contro l (26 .2 :': 4.2 vs . 4.3 :': 0.7, p <O.OI), T level was lower than
control (32 .5 :': 1.2 vs. 150 :':' 0.7, p <O.OI), as well a s E level (6.8 :': 1.8 vs. 28 .9 :': 2.6, p<o.on At 1700 h of
pro estrus da y (75 h a fte r treatmcnt); Plevels were simila r to con trol , while T levels wer e far below control
levels (T 24 .3 :': 1.3 vs . 92:5 '''= 0.8) and nonsignificant differences were observed in E levels . Present rcsults
suggest t.hat t he lack of LH preovulatory increase du ring P afternoon is partíall y a cons equen ce of ovarían hor­
mon e secretion during the:estrous cycle : Th ey also support the cholinergic participn tion in th e re gu la tion of
ovarian secretion. Supportedby CONACYT grant 2785-1. " , . .

l ·, ; :' ,

77. TWO ISOFORMS OF THE ACTIVIN I3ASUBUNIT IN ZEBRA FISH OVARY: rnRNA EXPRESSION ANO
REGULATION BY GONADOTROPIN. Tamara DiM u ccio' . Spencer Mukai', Nikki Kohli ' , Eric Cle lla n d ' , Ting­
t ing Wu' and Chun Peng' . 'Department of Biology , York University, Toronto, Canada.

Acti vins a re dimeric proteins consistíng of tw o inhibin 13 subunits. Homo - a nd hetero-dimerizations of two 13
subunits , I3A and I3B, produce three forrns of activin s, a cti vi n-A, -B, and -AB . Our recent studies have sugges te d
th at activin -A media tes gonadotropin-induced final oocyte maturation in the zebrafish . To further exa mine the
structure and funct ion of activin-A in the zebrafish ovary, we us ed primers for cons erved regions of the mam­
malian activin I3A mRNA to amplify zebrafish ovarian cDNA. An expected size of PCR product was ligated into
TOPO PCR2.1 vector and several elones were sequenced . Two distinct sets of sequences were obta ined , both of
wh ich show highest homologies to activin I3A subunits of other species . They were th erefore designated as acti­
vin I3A isoform 1 and 2. The identities of the tw o isoforms in the mature peptide region are: 84% at the nueleo­
tide level and 93% at th e amino acid leve!. Isoform 1 shows lower homology with I3A subunits from other spe­
cíes than isoform 2. To determine if mRNA levels of activin I3A isoforms vary in different stages of foll ieles and
if they are regulated by gonadotropin, real-time PCR was performed using the ABI PRISM Sequence Oetection
System, with SYBR Green I as the reporter fiuorescent dye. An al yses of total RNA extracted from different
s ta ges of follicles reveal that both isoform mRNAs are expressed in previtellogenic, vitellogenic, and mature fol­
licles, with vitellogenic folliele s showing highest mRNA levels. Treatment of follicles with human chorionic go­
nadotropin (hCG) significantly increased both iso forrn mRNAs levels. This study demonstrates that there are
two aetivin I3Asubunit isoforms expressed in the zebrafish ovary. The find ing that aet ivin I3A mRNA levels are
up -regulated by hCG further supports th e notion that aetivin-A me diate s th e aetion of gonadotropin in the ova­
ry. (Supported by a grant from Natural Science and Engineering Research Council of Canada to CP)

78 . REGULATED EXPRESSION AND POTENTIAL ROLE OF PROHIBITIN GENE PRODUCT DURING
FOLLICULAR DEVELOPMENT AND ATRESIA IN THE RAT OVARY. Alicia Branch', Eric Asselin", Jonathan
K Stiles-, Benjamin K Tsang" and Winston E Thompson' . 'Departrnent of Obstetrics & Gyn ecology and Coopera­
tiv e Reproductive Science Res earch Center, Morehouse School of Medicine, Atlanta , GA; 'Departmen t of Micro­
biology Biochemistry and Immunology, Morehouse School of Medicine, Atlanta, GA; ' De partmen t of Obstetrics
& Gynecology and Cellular & Molecular Medicine, University of Ottawa and Ottawa Health Research Institute,
Ottawa, Cariada. .

We have previously demonstrated that prohibitin is as socia ted with gr anulosa cell development and th at its
expression may, in part, be regulated by gon adotropin . Recently, we have shown that prohibi tin content is in ­
versely associated with cell proliferation, but increases du ring granulosa cell differentiation, and in ea rlier
events of apoptosis in a temperature-sen si tive gr anulosa cell line oIn an a tte mpt to exte nd th ese obse rva t ions to
examine th e role and regulation of prohibitin in follicular cell fa te deterrnination in irnma t ure ra t ova rios, we
have us ed established in vivo models for th e indueti on of folli cul ar development and a t re s ia to provid e a com­
preh ensi ve ch aracterization of th e temporal a nd sp atial pa t terns for proh ibitin. Western blot ana lyses of to ta l
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