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RESUMEN

En este estudio se analizaron los efectos, de la extirpacion de uno o ambos ovarios en el
dia del estro, sobre la concentracién sérica de progesterona (P4), testosterona y 17pB-
estradiol (E;). También se estudié la participacion del sistema colinérgico en la regulacién
de la secrecion de estas hormonas. Con la finalidad de conocer si existen diferencias en la
capacidad de secrecion de estas hormonas entre los ovarios, se evaluaron los efectos una
hora después de extirpar uno de ellos. Para analizar la capacidad de adaptacién del ovario
remanente (ovario in situ), se estudiaron los efectos de la falta de la génada izquierda o
derecha 24 horas después de realizada la extirpacién de un ovario.

Veinticuatro horas después de la anestesia con éter durante siete minutos se observo
aumento en la concentracion sérica de testosterona. La operacion simulada o perforacion
del peritoneo modificé de manera diferente la concentracion de las hormonas en funcién
del lado del peritoneo perforado. Una hora después de la perforacién del lado izquierdo

resultd en aumento de la concentracion sérica de E;, mientras que la perforacion del

peritoneo del lado derecho provoco aumento de las concentraciones de Py y testosterona. A
las 24 horas de la perforacion unilateral del peritoneo no se produjo modificaciones en la
concentracion de estas hormonas.

Una hora después de la extirpacién del ovario izquierdo disminuy6 la concentracién
sérica de E; y aumentd la de testosterona. La extirpacion del ovario derecho no modificé
significativamente la concentracion sérica de las hormonas esteroides, en ninguno de los
tiempos estudiados. La extirpacién de ambos ovarios provocé aumento en las

concentraciones de Py y testosterona y disminucién en la de E,.

La inyeccién subcutdnea de sulfato de atropina resulté en aumento de las
concentraciones de P4 (unay 24 horas) y testosterona (a las 24 horas), pero no de E.

El bloqueo del sistema colinérgico antes de la perforacion del peritoneo resulté en
la disminucién transitoria (a la hora) de la concentracion de P4. En animales tratados de la

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



disminuyo luego de la perforacion del peritoneo del lado derecho. Este tratamiento no
modificé la concentracion de E,.

El bloqueo del sistema colinérgico previo a la extirpacién de uno de los ovarios,
provocd disminucion de la concentracion de P4 24 horas después de la cirugia. Los efectos
de la extirpacion de uno de los ovarios en animales con bloqueo del sistema colinérgico
sobre la concentracién de testosterona, dependieron del ovario extirpado y del tiempo
transcurrido: una hora después de la extirpacién del ovario izquierdo se observéd
disminucién en la concentracién de la hormona, mientras que la extirpacion del ovario
derecho resulté en aumento. Veinticuatro horas después la extirpacion de alguno de los
ovarios, no se observaron diferencias en la concentracion de testosterona respecto al grupo
testigo. El bloqueo de los receptores colinérgicos antes de la extirpacién de uno de los
ovarios no modificé la concentracion de E,.

La extirpacion de ambos ovarios después de la inyeccidon del sulfato de atropina
provoc6é disminucion de las concentraciones de P, y testosterona, pero no la de E,.

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que en el dia del estro, los
ovarios no secretan de manera asimétrica Py, testosterona y E,. El sistema colinérgico
regula de manera diferente la secrecién 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 secrecién de E,

no es regulada por este sistema de neurotransmision.

i



MARCO TEORICO

Los ovarios son los érganos responsables de la produccién de ovocitos (ovogénesis) y de la
secrecion de hormonas esteroides: progesterona, testosterona y estradiol (esteroidogénesis)
y de hormonas proteicas (inhibina, activina y folistatina). Las hormonas ovéricas participan
en la regulacion del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario y también ejercen sus efectos sobre

los érganos 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 foliculos ovaricos y la médula o zona interna que no
contiene foliculos y consta de tejido conectivo fibroblastico laxo que contiene muchos
vasos sanguineos en espiral, linfaticos y nervios de gran tamafio (Ver figura 1) (Humbrey y
Janice, 1998).

Compartimientos del ovario

El foliculo (del latin “saco” o “bolsa pequefia”) es la estructura anatémico-funcional
primordial del ovario, de la cual se originan los tres compartimentos de la génada: folicular,
luteal e intersticial. Las funciones de los foliculos son liberar al ovocito capaz de ser
fecundado y secretar hormonas que estimulan el crecimiento y la diferenciacién del propio
foliculo y de los drganos del aparato reproductor entre otras funciones. La apariencia de los
foliculos varia dependiendo del estado de desarrollo folicular, pero la organizacién celular

es lamisma (Ver Figura 1) (Dominguez y col., 1989; Humhrey y Janice, 1999).

Compartimiento folicular. Un foliculo consiste de un ovocito I y una pared folicular que lo
rodea. Entre estas dos estructuras hay una membrana fina y transparente, la zona pelicida.
La pared folicular esta formada por una capa interna de células llamadas células de la
granulosa que rodean al ovocito y estd separada de las células de la teca externa por la
membrana basal. En los foliculos 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 inervacién terminan en la teca
interna. En la granulosa no hay vasos sanguineos en ninguno de los estados de crecimiento

folicular (Dominguez y col., 1989; Humbhrey y Janice, 1999).

En funcion del tipo de células, presencia o ausencia de antro y tamaiio los foliculos
se clasifican en:
Los foliculos primordiales consisten de un ovocito primario rodeado por una capa de
células planas y la membrana basal, los cuales se transforman en foliculos primarios
cuando las células de la granulosa pasan de ser planas a ciibicas 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 foliculo primario contintia su crecimiento, las células de la granulosa se
dividen por mitosis hasta formar el foliculo secundario, que consta de dos a seis capas de
estas células y una sola de células tecales. Durante la formacion del foliculo terciario, las
células de la granulosa secretan un fluido, llamado liquido folicular, que se acumula entre
ellas; el espacio ocupado por este fluido se denomina antro o cavidad antral. El liquido
folicular contiene esteroides y hormonas proteicas, anticoagulantes, enzimas y electrolitos
en concentraciones semejantes a las del suero sanguineo (Humhrey y Janice, 1999). Los
foliculos terciarios tienen mas de cuatro capas de células de la granulosa y la teca se
diferencia en tecas interna y externa. En los foliculos terciarios, los ovocitos estin
suspendidos en el liquido folicular por un tabique de células de la granulosa, el cumulus
oophorus, el cual estd unido al ovocito por un anillo de células de la granulosa, la corona
radiada. A este tipo de foliculos se les denominan foliculos maduros o pre-ovulatorios o de

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

Compartimiento luteal. Una vez que se produce la ovulacién (con la liberacién del ovocito
II), la sangre proveniente de los vasos sanguineos de la pared folicular infiltra a los
foliculos colapsados y resulta en la formacion del cuerpo hemorragico. Las células
luteinizadas de la granulosa y de la teca se multiplican, invaden la cavidad antral y forman
el cuerpo liteo (del latin “cuerpo amarillo™). Los vasos sanguineos de la teca crecen y

penetran en la masa de células luteales. Si no ocurre el embarazo, el cuerpo liteo degenera



y el tejido conectivo reemplaza las células luteales y en la mujer se forma el cuerpo
albicans (del latin “cuerpo blanco”) (Figura 1) (Humhrey y Janice, 1998).

En el cuerpo liteo se observan dos tipos de células, unas pequefias y obscuras
llamadas teco-luteinicas y otras grandes y claras llamadas granuloso-luteinicas (no todas las
células de la granulosa se convierten en células granuloso-luteinicas). Esta poblacién
celular contiene todos los elementos estructurales de las células secretoras de esteroides:
gotitas de lipidos, numerosas mitocondrias con crestas tubulares, abundante reticulo
endoplasmico liso y aparato de Golgi, es menos desarrollado en las células teco-luteinicas
que en las granuloso-luteinicas. Estos cambios estructurales son similares en muchas

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

Ademis de la transformacion de las células foliculares, se observa un cambio en
los vasos sanguineos del ovario. Las células de la granulosa son avasculares porque la red
capilar que llega a los foliculos maduros finaliza en la membrana basal. Después de la
ovulacion los vasos sanguineos nacen de la capa de la teca y penetran entre las células
granuloso luteinicas, de tal forma que durante la formacién del cuerpo liteo y al término
de la luteinizacion hay una extensa red capilar que hace del cuerpo liteo uno de los tejidos
mas vascularizados del cuerpo (Harrison y Barbara, 1997; Juengel y col. 1999; Zeleznik,
1999).

La funcién principal del cuerpo liteo es la secrecion de progesterona (Dominguez y
col., 1991). Sin embargo, en los primates también es una fuente de estradiol, hecho que no
ha sido observado en otras especies. Ademas, en la mujer, la cerda y la rata, el cuerpo liteo
produce relaxina; y en otras especies también se ha observado la produccién de oxitocina,
prostaglandinas y diversas hormonas peptidicas. El cuerpo liteo 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 Ferry, 1994; Zeleznik, 1999).



Compartimiento intersticial. En los mamiferos, 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, estan llenas de gotitas que contienen
fosfolipidos, triglicéridos y colesterol. La proporcién de estos lipidos y de los ésteres de
colesterol varian dependiendo de la especie y de célula a célula, las cuales a su vez varian
dependiendo de la especie y del estado del ciclo reproductivo. La actividad de la enzima
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa también varia de célula a célula (Benoit, 1932; Gordon

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

Las células teco-intersticiales de los foliculos atrésicos con antro pasan a formar
parte de la glandula intersticial. En cambio, las que rodean a los foliculos preantrales, en las
que no se ha producido la diferenciacion celular y que entran en atresia, no forman parte de
esta glandula ya que carecen de receptores a la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en
inglés) (Dominguez y col., 1991). Lo mismo sucede con las células tecales de los foliculos
preovulatorios que entran en atresia, las que tampoco forman parte de la glandula
intersticial. Las células teco-intersticiales tienen receptores a LH, prolactina, hormona
adrenocorticotropica, noradrenalina, hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH,
por sus siglas en inglés) y estrogenos (Dominguez y col., 1991).
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Figura 1. Modelo del ovario de mona, en el que se muestran sus compartimentos y se observan los
foliculos en diferentes etapas de desarrollo: foliculos primordiales, foliculos preantrales y foliculos
antrales. Estos ultimos se dividen en pequefios y grandes, dependiendo del tamafio de su cavidad
antral. Las células de la teca son secretoras de testosterona y progesterona, mientras que las células
de la granulosa son productoras de estradiol. La glandula intersticial y el cuerpo liteo producen de
progesterona (Tomado de Gore-Langton y Armstrong, 1994).



Inervacién ovarica

Las funciones reproductivas en la hembra estan bajo control hormonal y nervioso. El ovario
es una de las glandulas endocrinas inervada por neuronas del sistema nervioso periférico
(Disen y Ojeda, 1999). Las fibras de las neuronas simpéticas y sensoriales llegan al tejido
intersticial, a los vasos sanguineos y a los foliculos en desarrollo de tal forma que
participan en la regulacion del flujo sanguineo, la estereidogénesis y el desarrollo folicular
(Aguado, 2002; Disen y Ojeda, 1999; Burden, 1978; Sorger y col., 1983). Ademas, en el
mesenterio ovarico y el oviducto hay terminales nerviosas simpaticas que acomparian a las

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

Inervacion extrinseca de los ovarios. En los mamiferos, la inervacion ovérica esta
compuesta principalmente por fibras sensoriales y muy poca participacion de fibras para-
simpaticas. Existen dos vias simpaticas que inervan al ovario, el plexo ovarico (PO) y el
nervio ovarico superior (NOS) (Disen y Ojeda, 1999). La inervacion simpatica esta
constituida por neuronas catecolaminérgicas que contienen noradrenalina; peptidérgicas,
que sintetizan el neuropéptido Y (NPY, por sus siglas en inglés); y fibras sensoriales que
liberan sustancia P (SP), el péptido 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 (PACAP, por sus siglas en inglés) (Disen y Ojeda, 1999).

Inervacion intrinseca de los ovarios. Estd constituida por neuronas que contienen
catecolaminas cuyas prolongaciones llegan a los vasos sanguineos e inervan al estroma
ovarico, el tejido intersticial y a la teca folicular, pero no llegan a las células de la granulosa
ni al cuerpo liteo. La distribucion de la inervacién, pero no la densidad de las fibras
catecolaminérgicas, es similar entre las especies. La glandula intersticial recibe numerosas
fibras adrenérgicas. La presencia de misculo liso y nervios adrenérgicos en la teca externa
es interpretado como una prueba de la regulaciéon de que estos ultimos participan en las
contracciones musculares durante el proceso de la ovulacion (Mayerhofer y col., 2003). En

el ovario del Macaco rhesus el nimero de neuronas catecolaminérgicas intrinsecas



disminuye marcadamente al final de la vida reproductiva. En el ovario de la rata Wistar,
especificamente en el hilio y en la médula, se han encontrado grupos de neuronas en un
niimero constante desde el desarrollo postnatal hasta a la edad adulta. Por el contrario, las
neuronas aparecen en la corteza ovérica inicamente 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 diferenciacién terminal

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

En mamiferos como la vaca, borrega, gata y cobaya, el estroma cortical de los
foliculos, en diferentes estados de desarrollo, estd ricamente inervado por nervios
adrenérgicos, y también se han encontrado terminales nerviosas en la teca externa y en los
vasos sanguineos. Mientras que la mujer, cerda, perra y gata tienen una inervacién
intermedia, y en los ovarios de la coneja, ratona y el criceto el aporte es mas escaso. La
inervacion colinérgica estd menos desarrollada en estas especies, pero la distribucion es

semejante (Sporrong y col., 1985; Springer y Deutsh, 1985). Ademas de la inervacién

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

intraovarica de catecolaminas (Mayerhorfer y Fritz, 2002).
Nervios del ovario

Los nervios ovaricos se originan del ganglio celiaco, 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 porcién simpatica de la inervacién ovérica se origina desde los
segmentos toraxicos once hasta el lumbar cuatro de la cadena simpatica de los ganglios y

hacen sinapsis en los ganglios celiaco y mesentérico.



En los mamiferos existen tres vias principales que inervan al ovario.

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

una extension de los plexos adrtico y renal. Los cuerpos celulares de las fibras simpaticas
pre-ganglionares ovaricas estan localizados en los segmentos de la médula espinal T-10 y
T-11. Las fibras sensoriales acompafian a las fibras simpaticas y entran al cordon espinal a
la altura del segmento vertebral T-10. Inervan a los oviductos, al ligamento ancho y a los
ovarios; en el ligamento ancho se comunica con fibras del plexo uterino y de esta forma
inerva al titero. Mediante este nervio llegan fibras que contienen NPY, muchas de las cuales
contienen NA e inervan los vasos sanguineos del ovario (Lawrence y col., 1980; Payer,
1978).

2) Nervio Ovarico Superior (NOS). Esta asociado con el ligamento suspensorio,

inerva al ovario, oviducto y caudalmente la musculatura del ttero (Lawrence y col., 1980;
Payer, 1978). Es una rama del plexo celiaco y sus cuerpos celulares estan presentes en los
segmentos T7 a L2 del ganglio de la raiz dorsal y en los segmentos T10 a L3 del ganglio
para-vertebral. Por este nervio llegan fibras que contienen VIP que inervan al tejido
intersticial, los foliculos (donde estimulan la secrecién de estrogenos y andrégenos) y a los

vasos sanguineos (Moran y col., 2000; Nance y col., 1988).

Se ha sugerido que por medio de NOS llega informacién adrenérgica al ovario y que
ésta contribuye, junto con las gonadotropinas, en el mantenimiento de la secrecién de

esteroides ovaricos en el dia 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 ratén, la
vagotomia, produce cambios en el ciclo estral (Burden, 1978), y en un animal hemicastrado
el crecimiento (Trkulja y Lackovic, 2001) y la ovulacién compensadora del ovario in situ
(Chavez y col., 1987).




Es posible que los nervios ovaricos participen en la regulacion del proceso de
seleccion de foliculos maduros, dado que al desnervar uno de los ovarios de la ratona
inmadura, el ovario desnervado no madura, mientras que el contralateral presenta cuerpos
liteos y foliculos maduros. En ratonas preptiberes 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 utilizacion de técnicas de infeccién neuronal por el virus de la rabia se
han estudiado las diferentes areas del sistema nervioso central involucradas en la sefial
nerviosa que transcurre por el nervio vago y que regulan las funciones ovaricas. Las zonas
en las que se detectd la inmunotincion al virus son: drea postrema, nucleo del tracto
solitario, complejo vagal dorsal, nicleo ambiguo, grupo de células A7, nicleo de
Barrintons, locus coerulus, area gris periacueductal e hipotdlamo dorsal (Gerendai y col.,

2000).
Inervacion colinérgica

Hay pocas evidencias de la participacion de la acetilcolina (Ach) en la regulacién de las
funciones ovaricas. Estudios in virro 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) mostré que la estimulacién colinérgica a CG de
bovinos resulta en el aumento de la produccién de esteroides. En otro estudio realizado con
CG humanas se encontré que la ACh tiene un efecto modulador estimulante sobre la
produccion de esteroides estimulada por gonadotropinas (Kornya y col., 2001). Por el
contrario, Morley y col. (1992) no encontraron incremento en la produccién de P4 por CG,
hecho que concuerda con un estudio in vive 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



CG en presencia de estradiol o de la hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas
en inglés).

En teoria, la fuente principal de la ACh en los ovarios serian los nervios ovaricos
parasimpaticos los cuales llegan a los vasos sanguineos, las células intersticiales, las
células de la teca y posiblemente el cuerpo liteo. Sin embargo, las células de la granulosa,
que son las células blanco de la ACh, no hacen contacto con las fibras nerviosas, dado que
estas tltimas no cruzan la lamina basal que separa a las células de la teca y la granulosa.
(Cooke y Cotterell, 1988). Esto hace pensar que la ACh llegaria por difusién a las células
de la granulosa. Sin embargo, hay que considerar que este neurotransmisor es una molécula
labil de vida corta, la cual es degradada rapidamente por la butirilcolinesterasa contenida en
el suero y probablemente en el fluido intersticial y folicular 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 tincidén histoquimica realizados por Burden y Lawrence (1978)
revelaron que las fibras de nervios simpaticos del ovario poseen actividad ACh-esterasa, la
enzima responsable de la degradacion de la ACh en el sistema nervioso. Los resultados
fueron tomados como indicador de la presencia del neurotransmisor en las fibras nerviosas
simpaticas. Estos autores sugirieron que algunas fibras del nervio vago pueden llevar fibras

simpéticas al ovario, un modelo de inervacién colinérgica del ovario similar al de los

nervios catecolaminérgicos.

Se ha sugerido que en los tejidos no neurales, como el tejido embrionario
mesenquimal, la ACh tiene un papel estimulante en la proliferacién celular y en la
morfogénesis (Gutkind y col., 1991; Lauder y col., 1999; Mount y col., 1994), En el ovario
del adulto ocurren eventos de remodelacién de tejido, los cuales incluyen proliferacion y
diferenciacion celular, asociados con el crecimiento folicular, la atresia, la ovulacion y la
formacion y regresion del CL. En el tejido embrionario no existen neuronas como fuente de

ACh. Por lo tanto, las células no neurales serian la tinica fuente posible de ACh. En el
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adulto existen varios tejidos que permanecen libres de inervacién 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 inmunohistoquimica se mostré que en las CG de los foliculos
en crecimiento de roedores y primates estd presente la enzima colino acetil transferasa
(CAT), no. asi en los foliculos pequefios y con sefiales morfolégicas de apoptosis. En el
ovario, estas células son una fuente no neural de acetilcolina (Fritz y col., 1999; Fritz y
col., 2001). Utilizando la técnica de HPLC se mostré que las CG luteinizadas de foliculos
preovulatorios de pacientes con fertilizacion in vitre y las CG de rata puede producir ACh.
Ademas, las CG expresan el gen de la enzima carnitin transferasa (CRAT, por sus siglas en
inglés), la cual también es capaz de catalizar la sintesis de ACh, lo que indica una via
alternativa en la biosintesis del neurotransmisor (Fritz y col.,, 2001). Estos resultados
indican que dado que la inervacién 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.

Segtin Fritz (1999 y 2001) las CG de humano y otros primates poseen receptores
muscarinicos (MR) de los tipos M1, M3 y MS5. Utilizando la técnica de RT-PCR e
inmunohistoquimica se mostré que los receptores M3 estin presentes en el ovocito,
mientras que los genes de los receptores M1 y MS se expresan en las CG. Estos hechos
llevaron a sugerir que la ACh producida por las CG foliculares y luteinizadas pueden actuar
de manera autécrina y paracrina sobre el ovocito, las CG luteales o ambas. Los sitios de
produccion y accién estan cercanos, por lo tanto, la ACh ejerce su accion inmediatamente
después de liberarse y antes de ser degradada por las estearasas del fluido folicular

(Mayerhorfer y col., 2003).

Se ha sugerido que la activacion de los receptores M1 y M5 resulta en la

proliferacién de las CG, dado que in vivo, las CG inmunoreactivas a CAT coexpresan el
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marcador de proliferacion PCNA (antigeno nuclear de células proliferativas, por sus siglas

en inglés) (Fritz y col., 2001; Mayerhorfer y Frizt, 2002; Mayerhofer y col., 2003).

Esteroidogénesis

La estereidogénesis es el proceso por el cual el colesterol es convertido en hormonas
esteroides por glandulas como las adrenales, las génadas 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 hormonas (Hinshelwood, 1999). La sintesis de las
hormonas esteroides depende de las enzimas presentes en el tejido, asi como también del
sustrato disponible (Conley y Bird, 1997).

Los esteroides son moléculas lipidicas que forman parte de un grupo de sustancias
quimicas que incluyen a muchas hormonas y vitaminas. Las hormonas esteroides son
agrupadas en cinco clases: progestagenos, andrégenos, estrogenos, mineralocorticoides y
glucocorticoides (Voet y Voet, 1995). Segiin su estructura quimica, las hormonas
secretadas por las génadas incluyen a las tres primeras clases. El colesterol, precursor de
estas hormonas, estd formado por el nicleo esteroide o nicleo ciclopentano perhidro-
fenantreno, con grupos metilo unidos entre los anillos A y B y entre C 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 esteroides de 18 carbonos y la aromatizacion 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 ovarica. El colesterol es metabolizado y reducido en el nimero de
carbonos dando lugar a tres principales categorias de hormonas esteroides: las progestinas (serie del
pregnano), entre las que la progesterona es la principal de este grupo y es secretada por la glandula
intesticial y el cuerpo liteo; los androgenos (serie del androstano), del cual la mas importante es la
testosterona producida por las células de la teca. Y finalmente los estrogenos (serie del estrano), el
estradiol es el mas importante de éstos, producidos por las células de la granulosa. Las enzimas que
participan en la esteroidogénesis son: 1(20,22 desmolasa); (P450scc), 2 (3B-HSD); 3 (P45017a); 4
(17,20-esteroide liasa (desmolasa); 5 (P450arom); 6(17B-HSD), (Tomado y modificado de Gore-
Langton y Armstrong, 1998; Douglas, 1999; Hinshelwood, 1999).
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El colesterol llega a las células esteroidogénicas de tres fuentes: 1) sintesis de novo
a partir de acetil-CoA; 2) fuentes exdgenas, mediadas por receptores de lipoproteinas de
baja (LDL, por sus siglas en inglés) y de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés); y 3)
hidrélisis de los ésteres de colesterol, los cuales se almacenan en las gotitas de lipidos
(Stocco, 1999). La concentracion 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 biosintesis del colesterol y el colesterol que es tomado de LDL y la
HDL, cuyo suministro es controlado por la concentracion de sus receptores. Ademas de
estos mecanismos, el exceso de colesterol en la célula es esterificado y almacenado en
gotitas de lipidos (reserva de colesterol libre). La hidrdlisis del éster de colesterol a
colesterol es catalizada por la enzima colesterol-estearasa, que puede ser activada por la LH

(Hinshelwood, 1999).

La biosintesis de esteroides es llevada a cabo por la accion de dos principales
familias de enzimas. Las primeras son las hidroxilasas, codificadas por genes de la stper
familia del citocromo P450. Las enzimas P450 se encuentran en la mitocondria y utilizan a
la ferredoxina reductasa (una flavoproteina) y la ferredoxina (una proteina hierro/sulfuro)
como donadores de electrones. La primera recibe los electrones de NADPH vy 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 biosintesis de esteroides, tanto en la adrenal como en las génadas y la

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

Ademas de la liberacion de los ovocitos, el foliculo ovérico secreta diversas hormonas,

entre ellas los esteroides:

Progestdgenos. La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides
(ver figura 2). Por su funcién de mantener el embriéon durante la gestacion, la
progesterona (4-pregnen-3.20-diona; P;) es la hormona mas importante de este
grupo; su nombre deriva del latin pro a favor y gestare llevar (Hinshenwood, 1999).
En la mujer, esta hormona es sintetizada principalmente en el reticulo endoplasmico
liso de las células del cuerpo liteo (Hsueh y cols., 1984; Hutchison y cols., 1986).
Su sintesis es regulada por la LH, FSH y prostaglandinas (Graham y Clarke, 1997;
Burris, 1999). En el humano se ha mostrado que la sintesis de la P4 también se lleva
a cabo en la corteza suprarrenal, la placenta (Pomata y cols., 2000) y el testiculo.
Este ultimo sintetiza la P4y como intermediario de la formacion de otras hormonas
esteroides (Weisz y Ward 1980). La P4 circula en sangre unida a la albiimina y a
transcortina; los metabolitos resultantes de la biotransformacion hepatica son
eliminados por la orina y en una menor cantidad por las heces (Serrano y Serrano,
2003). La vida media plasmatica de la progesterona natural es de 5 minutos
(Remington’s, 1975). Otra progestina es la 17 a-OH-progesterona, precursor de los

androgenos aromatizables.

Andrégenos. 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 foliculos. 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 mamiferos, el principal
andrégeno es la testosterona. En el macho es secretada por las células de Leydig de
manera pulsatil por estimulo 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 actiian los androgenos, la testosterona se reduce en
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la posicion Sa y forma la dihidrotestosterona (DHT), el andrégeno natural mas
potente. También puede aromatizarse y producir estradiol en diversos tejidos no
glandulares, como ocurre en algunas areas del SNC, lo que explica la mayor parte
de la sintesis de estrogenos en los machos y en las mujeres postmenopaisicas
(Simpson,  2000). Esta hormona circula en la sangre unida a la proteina
trasportadora de andrégenos. (Serrano y Serrano, 2003). La vida media de la

testosterona en el plasma es menor a dos horas (Remington’s, 1975).

Estrégenos. Los estrogenos mas importantes son la estrona y el 17B-estradiol (E,),
con actividades biolégicas idénticas pero diferente potencia. El E; es
aproximadamente diez veces mas potente que la estrona (Gore-Langton y
Armstrong, 1994). En la mujer, ademas de estas dos hormonas también se sintetizan
el a-estradiol y estriol, sintetizados sélo por la placenta (ver figura 4) (Shao-Yao y
Zhong Zhang, 1999). El nombre de estrégenos se debe al papel que tiene para
inducir la receptividad sexual (estro) en los mamiferos hembra, aun cuando éstos
tienen otros papeles en la fisiologia reproductiva. En el ovario, los estrégenos son
sintetizados por las células de la granulosa (Humhrey y Janice, 1999; Smith, 1999;
Uphose y Maswood, 1999).

Mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa el E; se oxida de manera
reversible hasta formar estrona; estos dos estrégenos pueden revertirse y formar
estriol. Dichas trasformaciones ocurren principalmente en el higado (Shoham y
Schacher, 1996). La vida media en plasma del estradiol es de una hora, debido a que
es rapidamente metabolizado por el higado (Remington’s, 1975). En la sangre se
une hasta en un 80 % a las B-globulinas fijadoras de hormonas sexuales (SHBG, por
sus siglas en inglés) y a la albumina. Aproximadamente el 65 % de la hormona se

excreta por la orina, el 10 % 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 peptidico

y proteico:

Inhibina y activina. La principal fuente de estas hormonas es el foliculo
maduro y el cuerpo liteo. La funcién de la inhibina es inhibir la secrecién
de la FSH en la hipdfisis, mientras que la funcién de la activina estimula la
secrecion de la FSH en la hipdfisis, se produce en las células de la granulosa
(Humher, Janice, 1998; Sha-Yao, Zhong, 1998).

Relaxina. Esta hormona es producida en el cuerpo liteo, su funcién es
relajar el cervix y la vagina para el paso del feto durante el parto y promover
el crecimiento de las mamas. También actia en tejidos no reproductivos
tales como la piel y el tracto gastrointestinal (Humbher y Janice, 1998; Sha-
Yao y Zhong, 1998).

Factores de crecimiento. El ovario 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 (Humher y Janice, 1998; Sha-Yao y Zhong,
1998).

Funcion de las hormonas esteroides sexuales

Estas hormonas cumplen importantes funciones en la regulacién de la reproduccién. Al ser

trasportadas en la circulacion actian en una gran variedad de tejidos blanco, como el

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

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

Las hormonas esteroides al actuar sobre la hipéfisis y el hipotilamo regulan la

liberacion 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 mamiferos las hormonas sexuales participan en la regulacién de
la diferenciacion neural, organizacion sexual del cerebro, reproduccién, conducta sexual y
excitabilidad neuronal (Alonso y Lopez Coviella, 1998; Keefe, 2002). En los roedores, la
inyeccion de altas concentraciones de estradiol (E;) o testosterona durante los primeros
cinco dias de la vida producen cambios en la fisiologia reproductiva durante la etapa adulta.
En la rata hembra, la administracién de estas hormonas en la etapa postnatal provoca
desfeminizacion o androgenizacion, sindromes que se caracterizan por defectos en la
fisiologia reproductiva normal de estos animales en la etapa adulta, como son: estro vaginal
permanente, desarrollo anormal de los genitales externos, falta de ovulacién y formacion
del cuerpo liteo, alteracion permanente de la secrecion de gonadotropinas, supresion de la

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

En el SNC los estrogenos regulan la expresion de varios genes, entre ellos los que
codifican para su propio receptor (receptor a estrégenos) y el receptor a progesterona (RP),
enzimas de sintesis de neurotransmisores y neuropéptidos, asi como para otros factores de

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

Rutas biosintéticas Ad y A5 de las hormonas esteroides ovdricas

La esteroidogénesis se lleva a cabo mediante reacciones secuenciales y dependientes, las
cuales pueden seguir dos vias o rutas metabélicas relacionadas entre si, por lo que su
regulacion puede ocurrir en diferentes pasos. Una caracteristica de algunas de las enzimas
que participan en la sintesis de esteroides es su capacidad para actuar en mas de un
substrato; de aqui que la P450c,, puede actuar sobre la pregnenolona (Ps) y la progesterona
(Ps). La 3BHSD puede actuar sobre Ps y dehidroepiandrosterona (DHEA, por sus siglas en
inglés). Puesto que P450c;7 puede llevar a cabo ambas reacciones, la hidroxilasa (OHlasa)
y la liasa (liasa), da lugar a las vias alternativas conocidas como vias A4 y AS (figura 4).

Asi, la P450scc actiia sobre el colesterol rompiendo la cadena lateral y da lugar a la
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formacién de Ps. En la via A4 (la llevan a cabo la mujer, otros primatres, vaca y borrega) la
3BHSD actia sobre la Ps dando lugar a la produccion de P, sobre la cual actia la enzima
P450C17(0nisa) ¥ Se produce la 170H-Py a partir de la cual se forma la androstenediona
(A4) por accion de la enzima P450C17a4uias0, por accion de la P450,,, se produce la
estrona (E;) y por tltimo se produce el 17B-estradiol (E,) por accién de la 173-HSD. La
via A5 (la llevan acabo las ratas, raton y cerda), se inicia con la participacion de la P450.7
©Omasay en la produccién de 170H-Ps, sobre la que actia P450ci7as-iasa ¥y forma la
dehidroepiandrosterona (DHEA) a partir de la cual se produce la androstenediona por
accion de la 3BHSD. Seguida de esta reaccion y con la participacion de la 17p-HSD se
produce la testosterona que finalmente por la accion de la P450,.n, se produce el E; (ver

figura 4) (Conley y Bird, 1997; Hinshelwood, 1999).
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Figura 4. Esquema que muestra las vias A4 y A5 de la sintesis de esteroides gonadales. La
pregnenolona (Ps) es el precursor de la progesterona (P,), andrégenos y estrogenos. La Ps es el
substrato de las enzimas P450 cy70m.5: ¥ 12 3BHSD, las que compiten por su substrato. La via A4 la
llevan acabo los humanos, otros primates, la vaca y la borrega, mientras que la via AS 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 ovario de rata produce estrogenos en pequeiias cantidades durante el
desarrollo embrionario, la actividad aromatésica ocurre después del nacimiento y estd
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 gonadas, puede inducir la actividad aromatasa en las células de la
granulosa antes de la foliculogénesis y la expresion de receptores a la FSH (Disen y Ojeda,
1987). El VIP no se sintetiza en el ovario, es de origen externo. Las fibras VIPérgicas estan
distribuidas alrededor de los vasos sanguineos, mas frecuentemente en las venas, y en el
tejyido intersticial del ovario; alrededor de foliculos preantrales y antrales, cerca de la teca
del foliculo. Esta asociacion del VIP con el tejido esteroidogénico lleva a sugerir que podria
estar involucrado en la regulacion de la sintesis de esteroides, dado que estimula la
secrecion de estradiol, progesterona y andrégenos (Ahmed y col., 1986; Davoren y Hsueh,
1985).

Se ha sugerido que el area hipotalamica lateral (LHA), el nicleo arcuato
periventricular (ARC) y el nicleo hipotalamico ventromedial (VMH) podrian estar
involucrados en la regulacién de la esteroidogénesis ovérica sin necesidad de la
participacion de la hip6fisis y la adrenal. En ratas hipofisectomizadas y adrenalectomizadas
el estimulo eléctrico en LHA disminuye la trasformacion de esteroides de 19 carbonos a
estrogenos y a 200-OH pregn-4-en-3-ona (20 o-OH-P). En cambio, la estimulacién de
ARC y VMH incrementa la trasferencia de esteroides de 19C a estrégenos (Saito y col.,
1990). Por otro lado, en un estudio realizado en ratas la estimulacion eléctrica del NOS en
el dia del diestro, reduce la concentracién plasmética de progesterona. La administracién de
fentanolamina (un antagonista de los receptores alfa adrenérgicos) previa a la estimulacién
eléctrica invierte este efecto, es decir aumenta la concentracion de Py, lo que llevé a sugerir
que la esteroidogénesis puede ser incrementada por de la estimulacién de receptores beta o

inhibida si se estimulan los receptores alfa adrenérgicos (Weis y col., 1982).
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Las células esteroidogénicas no almacenan cantidades significativas de hormonas,
por lo que la secrecion esta directamente relacionada a la sintesis de esteroides. La sintesis
es regulada de manera aguda y cronica; la primera se da como una respuesta rapida al
estrés, y lo que se regula es la concentracion de colesterol dentro de la mitocondria. La
respuesta rapida es facilitada por la proteina reguladora de la estereidogénesis aguda (StAR,
por sus siglas en inglés). La estimulacion cronica que va de horas a semanas, esta mediada
por el aumento de la transcripcion de los genes que codifican enzimas esteroidogénicas.
Asi, el paso agudo es regulado por la disponibilidad del substrato a las enzimas
esteroidogenicas y el paso cronico es regulado por la cantidad de enzimas (Walter, 2002).
La StAR es una proteina 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 raton macho esta proteina, junto con las hormonas tiroideas, regulan la
biosintesis de las hormonas esteroides (Manna y cols., 2001). Estudios recientes han
mostrado que la StAR incrementa la conversion 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 inmunohistoquimica, Western blot y RT-PCR se observé que en el ovario de
rata inmadura esta proteina se expresa en respuesta a las inyecciones secuenciales de

PMSG (gonadotropinana de la yegua prefiada) y hCG (gonadotropina coriénica humana)
(Ronen-Fuhrmann y cols., 1998).
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Figura 5. Factores que participan en la regulacién de la sintesis de testosterona (T). Las
fuentes de colesterol: las lipoproteinas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad, biosintesis de
novo y ésteres de colesterol de las gotas de lipidos. La unién de la LH a su receptor
incrementa el AMPc, el cual activa la enzima colesterol éster hidroxilasa y formar el
colesterol libre. EI 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 tiltimo a testosterona (Tomado de Stocco, 1999).

Mecanismo de accion de StAR. El mecanismo de accion de StAR es incierto. En un
principio se sugirié que la StAR entra a la mitocondria poniendo en contacto fisico a la
membrana mitocondrial externa con la interna, lo que permitiria el flujo de colesterol desde
un gradiente de alta concentracién a una de baja (Stocco, 1999). Sin embargo, la

eliminacién de 62 residuos de aminoacidos terminales resulta en una proteina que no puede
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entrar a la mitocondria pero retiene toda la actividad biolégica (Arakane y col., 1996).
Mediante estudios biofisicos se ha mostrado que la StAR tiene una estructura terciaria, la
cual sufre un desdoblamiento cuando interactia con la membrana (Bose y col., 1999;
Christinsen y col., 2001). El analisis cristalografico de proteinas relacionadas como la
MLNG64 (Tsujishita y Hurley, 2000) y StAR D4 (Romanoswski y col., 2002) ha mostrado
que StAR tiene una hendidura hidrofébica que puede acomodar a una sola molécula de
colesterol. (Bose y col., 2002; Ronen-Fuhrmann y col., 1998).

Asimetrias funcionales del ovario

La primera evidencia que llevé a considerar la existencia de una asimetria 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
mostré (Geschwind y Levitsky, 1968) que la regién temporal de la corteza del hemisferio
izquierdo (4rea de Wernike) es mas grande que la del derecho. Estas observaciones llevaron
a plantear el concepto de lateralizacién que sefiala que una respuesta es lateralizada cuando
se produce por un estimulo 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 s6lo el ovario izquierdo es funcional, ya que la génada
derecha se reduce a una capa de tejido localizado por debajo de la vena cava. La
ovariectomia provoca que la génada derecha se diferencie en una glandula semejante a
un testiculo (en el cual se pueden observar espermatozoides) (Benoit, 1932), en un
ovario o en un “ovo-testis” (Benoit, 1923). En los murciélagos, la ovulacién ocurre
predominantemente en la génada derecha, el ovario contralateral tiene la capacidad de
funcionar sélo 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 nimero de fibras y troncos neurales alrededor del plexo de la arteria ovarica
izquierda que del lado derecho (Malisheskaia y Brindak, 1980). El ovario derecho se
desarrolla mas temprano que el izquierdo (Harrison y Barbara, 1997; Humhrey y Janice,

1999; Mittwoch, y Mahadevarah, 1980).

En humanos hermafroditas es mas frecuente encontrar el testiculo en el lado
derecho, ¢l cual tiene mas peso, contenido de proteinas y de DNA, que el ovario que se
localiza en el lado izquierdo. En estos individuos la distribucion del tejido testicular y del
tejido ovarico genera | a diferenciacion 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 dias del ciclo menstrual las concentraciones de progesterona y estradiol de las venas
ovaricas presentan asimetria (Chikazawa y col., 1986). En los monos Rhesus y Sinomolus
las concentraciones de estas hormonas también se comportan de manera asimétrica en la
fase litea del ciclo menstrual (Marut y Hodgen, 1982). La incidencia de endometricocis
cistica ovarica es mayor en un ovario izquierdo, mientras que el rabdomiosarcoma es més

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

En un paciente con el sindrome de insensibilidad incompleta a androgenos se
encontraron diferencias entre ambas goénadas respecto a la cantidad y liberaciéon de
esteroides hacia la vena pampiniforme. Esto se puede interpretar como que las diferencias
entre las génadas se deben a la produccién auténoma de esteroides. También se describe
que el testiculo derecho produce mas hormonas que el izquierdo (Bengt y cols., 1985). En
los ratones hermafroditas también muestran asimetria de la diferenciacion gonadal, pero en
direccion opuesta a lo que ocurre en el humano: ovarios del lado derecho y testiculos del
lado izquierdo (Mittwoch, 2000).

En la rata, el ovario izquierdo libera mas ovocitos que el derecho (Dominguez y
cols.,, 1989). Cuando se extirpa el ovario izquierdo la proporcion de los animales que

ovalan en el dia del estro es el doble que cuando queda el ovario izquierdo (Chévez y col.,
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1987). Ademas, el ovario derecho es mas independiente de la influencia vagal para la
activacion folicular que el ovario izquierdo (Burden y col., 1986). En ratas a las que se les
ha extirpado el ovario derecho, la seccion del nervio vago izquierdo incrementa la
proporcion de animales ovulantes, la OHC (Hipertrofia compensadora del ovario) vy el
nimero de ovocitos liberados; la seccion del nervio vago en ratas con extirpacion del
ovario izquierdo disminuye los pardmetros anteriores (Chavez y col., 1987). La seccién
unilateral del nervio ovérico superior disminuye €l nimero de ovocitos liberados por el
ovario que se localiza del mismo lado que se secciond el nervio, sin modificar el

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

26



JUSTIFICACION

Con base a la informacion 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.
Aun cuando se ha reconocido que el ovario de diversas especies recibe inervacion
colinérgica, lo que ha permitido sugerir que ésta inervacion estaria involucrada en la
modulacion del proceso de la ovulacion, no se tiene una idea clara de su participacién en la

regulacion de la produccion de hormonas esteroides ovaricas.

Con el fin de conocer si existen diferencias en la secrecion 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 ovariectomia unilateral. Ademas se analizé la participacion
del sistema colinérgico en la modulacion de la secrecion de estas hormonas, para lo cual se
utilizaron ratas inyectadas con sulfato de atropina, por via subcutinea, previa a la

ovariectomia unilateral.

HIPOTESIS

Dado que existe asimetria en el nimero de ovocitos liberados por cada ovario, entonces las
secreciones de progesterona, testosterona y estradiol por los ovarios derecho e izquierdo
sera diferente. Dicha asimetria es el resultado de diferencias en la informacién colinérgica

que recibe cada génada.
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OBJETIVOS

1. General
Estudiar los efectos inmediatos (una hora) o a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia
unilateral sobre las secreciones de progesterona, testosterona y estradiol, asi como la

participacién del sistema colinérgico en la regulacién de dicha funcién.

2. Particulares

2.1.Estudiar los efectos de la ovariectomia unilateral sobre las secreciones de
progesterona, testosterona y estradiol en el dia del estro
2.2. Analizar los efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre las secreciones de

progesterona, testosterona y estradiol en el animal con ovariectomia unilateral.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra adultas virgenes (200 a 280 g) de la cepa CIIZ-V, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion, 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 dias.
A las 13 horas del dia del estro, los animales fueron destinados en alguno de los siguientes

grupos experimentales:

Experimento 1.

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

el dia del estro y otro a las 13:00 horas del diestro-1

Anestesia. Un grupo de ratas fue anestesiado con éter a las 13:00 horas del dia del estro
durante 7 minutos (tiempo aproximado en el que se realiza la cirugia (operacién simulada,
u ovariectomia unilateral) y sacrificado a las 14:00 horas en el dia del estro y otro a las

13:00 horas del diestro-1.

Perforacion del peritoneo (PP). A las 13:00 horas del dia del estro un grupo de ratas
fueron colocadas en una tabla de diseccion, anestesiadas con éter y sometidas a una incision
en el dorso, unilateral o bilateral realizada aproximadamente 2 cm. por debajo de la ultima
costilla. La incision se hizo atravesando la piel, el musculo y peritoneo, pero sin tocar el
ovario; una vez terminado este procedimiento se cerré la piel con una grapa. (Estos grupos
fueron los de operacién simulada, pero dado que se observaron cambios en la concentracion

hormonal se decidié llamar perforacion del peritoneo)

Ovariectomia unilateral (OVX-U). Se siguié el mismo procedimiento utilizado para la
perforacidn del peritoneo, con la diferencia de que se sacé el ovario derecho (OVX-D) o el
izquierdo (OVX-I) se ligd el pediculo y se cortd la génada. Una vez terminado el

procedimiento se cerr6 la piel con una grapa.
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Ovariectomia bilateral (OVX-B). En N ratas se siguié el mismo procedimiento utilizado
para la ovariectomia, con la diferencia de que se extirparon ambos ovarios. Una vez

terminado el procedimiento se cerrd la piel con una grapa.

Experimento 2.
Inyeccion de vehiculo (Vh). A las 12:00 horas del dia del estro se pesaron las ratas y se

inyectd agua destilada y esterilizada por via subcutanea a la dosis de 0.3 ml/Kg de peso.

Inyeccion de Sulfato de Atropina. Se prepard una solucién de 3.75g de sulfato de atropina
(Sigma Chem. Co. St. Louis Mo. USA) y se aforo a 10 ml con agua destilada y esterilizada.
A las 12:00 horas del dia del estro se pesaron los animales y se inyectaron con 300 mg/kg
de peso por via subcutanea. Se utilizd esta dosis, dado que en experimentos previos se

observo que la ovulacidn se bloqueaba en todos los animales tratados (Dominguez y col.,

1982).

Inyeccion de sulfato de atropina + cirugia. (ATR+PP, ATR+OVX-U o ATR+OVX). Se
pesaron los animales y a las 12:00 horas del dia del estro se inyectaron 300 mg/Kg de peso
y a las 13:00 horas se les realizé la perforacion del peritoneo, ovariectomia 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 decapitacidn, se colectd
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
centrifugacion se separ6 el suero del botén celular. Los sueros fueron almacenados a -20°

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

medidas.
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Cuantificacion de hormonas esteroides en suero

Las cuantificaciones de progesterona, testosterona y estradiol se realizaron por radio
inmuno analisis de fase solida, para lo cual se utilizé un estuche (Coat-A-Count, USA) que
consiste de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de
hormona marcada ( '*°I Progesterona, '>°I Testosterona y'>’I Estradiol) y siete calibradores
para la realizacién de la curva patréon (Progesterona: 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/ml). A cada tubo se le adicionaron 100 pi de suero problema, mas 1000
pl de la hormona marcada, todos los tubos se agitaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante tres horas. Posteriormente se decantd el sobrenadante de cada tubo, se
secaron las paredes del mismo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su
analisis. La concentracién de la progesterona se expresé en ng/ml y las de testosterona y
estradiol en pg/ml de suero. Los coeficientes de variacién 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.

Andalisis estadistico

Los resultados de las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol en suero se
analizaron por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEV A), seguida de la prueba
de Tukey. Para comparar los resultados de dos gruposse utilizé 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 OVARIECTOMIA UNILATERAL SOBRE LAS
CONCENTRACIONES SERICAS DE PROGESTERONA, TESTOSTERONA Y
ESTRADIOL

1.1. PROGESTERONA (P,)

1.1.1. Efecto inmediato (1 hora) de la ovariectomia unilateral
Con respecto al grupo testigo, la anestesia no provocé cambios significativos en la
concentracion plasmatica de P4. En comparacion con el grupo de animales anestesiados la
perforacién del peritoneo del lado izquierdo no modificé la concentracién de P4, pero la
perforacion del lado derecho resulté en aumento de la concentracién de la hormona
(Tabla 1).

Cuando se compararon los resultados de la OVX-U con el grupo de perforacién
peritoneal observamos que sélo la OVX-I resultd en la disminucion la concentracion de Py

(Grafica 1, panel A).

1.1.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia unilateral
Ni la anestesia con éter, ni la perforacién unilateral del peritoneo provocaron cambios
significativos en la concentracion de P4 respecto al grupo de animales testigo (Tabla 1).

En comparacion con el grupo de perforacion unilateral del peritoneo, la extirpacion

de un ovario disminuy6 la concentracién de la hormona (Gréfica 1, panel B).
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Grafica 1.

Tabla 1. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la

concentracion (media + e.e.m) de progesterona (ng/ml), de la anestesia y de la
perforacion del peritoneo del lado izquierdo (PPI) o derecho (PPD)

Grupo N Unahora n 24 horas
Testigo 8 105+24 9 170+1.1
Anestesia 6 7.6£1.6 6 155415
PPI & 11.3+29 10 144+16
PPD 8 203+6.1v 8 134%1.0

v p< 0.05 vs. Anestesia (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)
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1.1.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomia bilateral

La perforacion del peritoneo de ambos lados no modificé la concentracion de P4 respecto a
los animales anestesiados. Una hora después de la OVX-B la concentracion de P4 aumentd
en comparacién con el grupo de animales con perforacién bilateral del peritoneo.
Veinticuatro horas después de la OV X-B disminuy6 la concentracién de la hormona (Tabla

2).

Tabla 2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la
concentracion (media + e.e.m) de progesterona (ng/ml), de la anestesia, perforacion
bilateral del peritoneo (PPB) o de la ovariectomia bilateral (OVX-B)

Grupo n Una hora 1 24 horas
Anestesia 6 7.6£1.6 6 155+ 1.5
PPB 8 147+19 9 13.4+0.5
OVX-B 9 296%+34va 11 234+02¢s
v p< 0.05 vs. Anestesia; #p<0.05 vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

¢ Los resultados observados una hora después de los tratamientos quinirgicos nos
permiten sugerir que en el lado derecho del peritoneo transcurre una via nerviosa
que regula la secrecién de la P4 de manera estimulante.

e Este efecto nervioso es transitorio, dado que a las 24 horas estos resultados son
diferentes.

e A las 24 horas de extirpar uno de los ovarios, el ovario in sifu secreta
aproximadamente la mitad de la concentracién 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 modificé la concentracion de testosterona respecto al grupo testigo, efecto
que tampoco fue modificado por perforacién del peritoneo del lado izquierdo; pero la
perforacién del peritoneo del lado derecho provocé aumento en la concentracion de la
hormona (Tabla 3).

En comparacién con el grupo de animales con perforacién del peritoneo, la OVX-I
aument6 la concentracion de testosterona; mientras que la OVX-D no la modificé (Grafica

2, panel A).

1.2.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia unilateral
Veinticuatro horas después de la anestesia, la concentracién de testosterona aumento
respecto al grupo de animales testigo, efecto que no fue modificado por la perforacién
unilateral del peritoneo (Tabla 3).

En comparacién con el grupo de animales con perforacién del peritoneo, la OVX-I
disminuy6 la concentracién de testosterona; mientras que la OVX-D no provocéd cambios

(Grafica 2, panel B).

Tabla 3. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia o de
la perforacion izquierda (PPI) o derecha (PPD) del peritoneo, sobre la concentracion
(media + e.e.m) de testosterona (pg/ml)

Grupo n Una hora n 24 horas
Testigo 8 <2.0 9 209+5.0
Eter 6 <2.0 6 124.1+14.0v
PPI 8 <2.0 10 193.3+328
PPD 8 131.6+x146¢ 8 164.8+193

¥ p< 0.05 vs. Testigo (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)
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Grafica 2. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) de la ovariectomia
izquierda (OVX-I) o derecha (OVX-D), sobre la concentracion (media * e.e.m.)
plasmatica de testosterona (pg/ml)
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PPI = perforacion 777 PPD = perforacién OVX-[ = ovariectomia = OVX-D = ovariectomia
D del peritoneo del peritoneo \__—I izquierda derecha
izauierdo derecho

v p<0.05 vs. PP1 (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

1.2.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomia bilateral

Una hora después de la perforaciéon de ambos lados del peritoneo no se observaron cambios
en la concentracion de testosterona. En cambio, la OVX-B aumentd la concentracion de la
hormona respecto al grupo de ratas anestesiadas o con perforacién del peritoneo.
Veinticuatro horas después de la perforacion del peritoneo la concentracion de testosterona

aumento, efecto que no fue modificado por la extirpacion 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
perforacion bilateral del peritoneo (PPB) o de la ovariectomia bilateral (OVX-B),
sobre la concentracion (media + e.e.m) de testosterona (pg/ml)

Grupo N Una hora n 24 horas
Anestesia 6 <2.0 6 124.1+14.0
PPB 8 <2.0 9 2188+382v
OVX-B 9 772+£257¢s 11 158.6 £43.0
v p<0.05 vs. Anestesia; p<0.05 vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

e Estos resultados nos permiten sugerir que misma la via nerviosa que transcurre por
el lado derecho del peritoneo también regula la secrecion de testosterona.
e El ovario izquierdo regula de manera inhibitoria la secrecion de testosterona, dado

que en los animales con OVX-I aumenté la concentracion de la hormona.

1.3. ESTRADIOL

1.3.1. Efecto inmediato (1 hora) de la ovariectomia unilateral
La anestesia con éter no provocé cambios significativos en la concentracién sérica de E; La
perforacién izquierda aumentd la concentracién de la hormona, lo que no ocurrid en los
animales con perforacion del peritoneo del lado derecho (Tabla 5).

La extirpacién de uno de los ovarios disminuyd la concentracion de E,, pero s6lo

fue estadisticamente significativa en los animales con OVX-I (Gréafica 3, panel A).
1.3.2. Efecto a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia unilateral

En los animales anestesiados, la concentracién sérica de E; fue semejante al grupo de ratas

intactas (Tabla 5).
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Ni la perforacion del peritoneo del lado izquierdo o derecho (Tablas 5), ni sus
respectivas  OVX-U (Grafica 3, panel B) provocaron diferencias significativas en la

concentracion de E;.

Tabla 5. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la anestesia o de
la perforacion izquierda (PP]) o derecha (PPD) del peritoneo, sobre la concentracién
(media * e.e.m) de estradiol (pg/ml)

Grupo n Una hora n 24 horas
Testigo & 16.0+34 9 19.0%13
Eter 6 10.9%2.1 6 244+26
PPI 8 26852« 10 240%36
PPD 8 16.3+£3.8 8 18.1+3.7

v p<0.05 vs. Eter (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

Grifica 3. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) de la ovariectomia
izquierda (OVX-I) o derecha (OVX-D), sobre la concentracion (media * e.e.m.)
plasmatica de estradiol (pg/ml)
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1.3.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomia bilateral
Una hora después de la perforacion bilateral del peritoneo aumenté la concentracion de E;
en el suero; este efecto fue bloqueado en los animales con ovariectomia bilateral. A las 24

horas ésta cirugia no provocé cambios significativos en la concentracién de E, (Tabla 6)

Tabla 6. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de 1a anestesia, de la
perforacion bilateral del peritoneo (PPB) o de la ovariectomia bilateral (OVX-B)
sobre la concentracion (media £ e.e.m) de estradiol (pg/ml)

Grupo n  Unalora n 24 horas
Anestesia 6 16.0£3.4 9 241=x26
PPB 8 288+40v 9 18.4+34v

OVX-B 9 136x15+4 11 237423 _
v p< (.05 vs. Anestesia; #p<0.05 vs. PPB (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

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

una via nerviosa que regula la secrecién de E,.
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Experimento  2.- ANALISIS DE LA PARTICIPACION DEL SISTEMA
COLINERGICO EN LA REGULACION DE LAS SECRECIONES DE
PROGESTERONA, TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

2.1. PROGESTERONA (P,)

2.1.1. Efecto inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyeccion de sulfato
de ATR
Una hora después de la inyecciéon subcutinea del vehiculo, no se observaron
modificaciones significativas en la concentracién de P4 con respecto al grupo testigo. En
cambio, 24 horas después aumenté la concentracion de la hormona (Tabla 7).

La inyeccién subcutanea de sulfato de atropina aumenté la concentracion de Py

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 inyeccion del
vehiculo (Vh) o del sulfato de atropina (ATR), sobre la concentracion (media + e.e.m)
de progesterona (ng/ml)

Grupo n Una hora n 24 horas
Testigo 8 105+£2.4 9 17013
Vh 8 6.6+ 0.6 6 22617 w
ATR 8 291+16vwa 10 360+1.8v aa

v p<0.05 vs. Testigo, #<p0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)
A p<0.05vs. ATR ala hora (Prueba “t” de Student)

e Estos resultados muestran que la inyeccién de agua destilada es un factor
estresante que estimula la secrecién de Py.
e El sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la secrecién 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 ovariectomia unilateral en ratas
tratadas con ATR

En los animales con bloqueo del sistema colinérgico, la perforacién unilateral del penitoneo
disminuyo la concentracion de P4 una hora después de la cirugia (Gréfica 4, panel A), este
efecto desaparece a las 24 horas (Grafica 4, panel B). Veinticuatro horas después de la

OVX-U disminuy0 la concentracién de la hormona (Grafica 4, panel B).

Grafica 4. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentracién (media + e.e.m.) plasmatica de progesterona (ng/ml) de la perforac'i()n
del peritoneo del lado izquierdo o derecho (ATR+PPIL o ATR+PPD) o de la
ovariectemia izquierda o derecha (ATR+OVX-I o ATR+OVX-D) en el animal con
bloqueo del sistema colinérgico
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¥p<0.05 vs. ATR, 4p<0.05 vs. ATR+PPI, ¢p<0.05 ATR+PPD (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

e Con base en los resultados sugerimos que el sistema colinérgico regula de

manera inhibitoria la secrecion de Py,

4]



2.3.1. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomia bilateral en ratas tratadas
con ATR

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

ambos lados del peritoneo fue la disminucién en la concentracién de P4, efecto que

desaparece a las 24 horas.

Sélo a las 24 horas de la OVX-B se observd disminucién en la concentracion de la Py

(Tabla 8).

Tabla 8. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la
concentracion (media + e.e.m) de progesterona (ng/ml), de la perforacion bilateral
del peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomia bilateral (ATR+OVX-B) en animales
con bloqueo del sistema colinérgico

Grupo n Unahora n 24 horas
ATR 8 291+16 7 36.0%1.6
ATR+PPB 6 13.0x124 6 21.7+3.7
ATR+HOVX 7 139+1.7¢ 5 62+1.2e¢4

*p<0.05 vs. ATR, #p<0.05 vs. ATR + PPB (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

e Estos resultados nos permiten sugerir que la perforacion bilateral del peritoneo
bloquea el efecto estimulante del sulfato de atropina sobre la secrecion de Py

este efecto momentaneo 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 inyeccion de sulfato
de ATR

Una hora después de la inyeccion subcuténea del vehiculo aumentd la concentracion
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 observé aumento en

la concentracion de testosterona (Tabla 9).

Tabla 9. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la inyeccion del
vehiculo (Vh) o de sulfato de atropina (ATR) sobre la concentracion (media + e.e.m)
de testosterona (pg/ml)

Grupo n  Unahora n 24 horas
Testigo 8 <2.0 9 209+5.0
Vh 8 13.0+£59¢ 8 19.4+72

ATR 8 223x110 8 151.1%365v s
v p<0.05 vs. Testigo, #<p0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

o Estos resultados nos permiten sefialar que la inyeccién del vehiculo tiene un
efecto estimulante pero transitorio, sobre la secrecion de testosterona.
e Los receptores muscarinicos regulan de manera inhibitoria la secrecion de

testosterona.
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2.2.2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia
unilateral en ratas tratadas con ATR
En animales con bloqueo del sistema colinérgico, la perforacidén unilateral del peritoneo
no modificé la concentracion de testosterona una hora después de la cirugia. Por el
contrario, los efectos de la OVX unilateral dependieron del ovario extirpado. La OVX-I
disminuyd la concentracion de testosterona. El efecto opuesto se observo al extirpar el
ovario derecho (Gréafica 5, panel A).

En los animales con bloqueo colinérgico, la  concentracién de testosterona
disminuyé a las 24 horas de perforar el peritoneo del lado derecho. La extirpacion de uno

u otro ovario no alter6 la concentracién de la hormona a este tiempo (Gréfica 5, panel B).

Grifica 5. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentracion (media * e.e.m) de testosterona (pg/ml) de la perforacion del peritoneo
del lado izquierdo (ATR+PPI) o derecho (ATR+PPD) o de la ovariectemia izquierda
{ATR+OVX-]) o0 derecha (ATR+OVX-D) en ratas con bloqueo del sistema colinérgico
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atropina peritoneo izquierdo derecho.
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atropina y ovariectomia
derecha

vp<0.05 vs ATR, #p<0.05 vs ATR+PPI, ¢p<0.05 ATR+PPD (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
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Con base en estos resultados sugerimos que el sistema colinérgico regula de manera
asimétrica la secreciéon de testosterona por cada ovario in situ: sobre el ovario
izquierdo seria inhibitoria, mientras que sobre el derecho seria estimulante. Dado
que 24 horas después de la ovariectomia izquierda (animal con ovario derecho in
situ), la concentracion 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 activaciéon de otros mecanismos de regulacién 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 ovariectomia bilateral en ratas tratadas

con ATR

En comparacién con el grupo de ratas atropinizadas, la perforaciéon de ambos lados del

peritoneo 1o provocd cambios significativos en la concentracién de testosterona en

ninguna de las horas evaluadas. Este efecto no lo modificé la extirpacidon de ambos ovarios

(Tabla 9)

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

concentracion (media £ e.e.m) de testosterona (pg/ml), de la perforacion bilateral del
peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomia bilateral (ATR+OVX-B) en animales con

bloqueo del sistema colinérgico

Grupo n Una hora n 24 horas
ATR 8 2234110 7 151.4%36.0
ATR+PPB 6 173.9¢41.7 6  240.61£30.8

ATR+OVX 7 280.2+104.2¢ 5 365.5+86.6¢
¢p<0.05 vs. ATR (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Con base es estos resultados sugerimos que la perforacion del peritoneo estimula la
secrecion de testosterona por medio de mecanismos de regulacién 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 inyeccion de sulfato
de ATR

La inyeccién del vehiculo provocd aumentd en la concentracion plasmatica de Es, una y 24
horas después de su administracién. El bloqueo del sistema colinérgico no modificé estos

resultados (Tabla 10).

Tabla 10. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la
concentracion (media * e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la inyeccion del vehiculo (Vh) o
de sulfato de atropina (ATR)

Grupo n  Unahora n 24 horas
Testigo 8 16.0%+34 9 19013
Vh 8 414+23¢ 8 47.1x33v
ATR 8 453+67 8 347x34w
v p<0.05 vs. Testigo ( ANDEVA, seguida de la prueba de Tukey)

o Estos resultados nos permiten sugerir que el estrés provocado por la inyeccion del
vehiculo estimula la secrecién de E,. Esta respuesta al estrés no involucra un

compornente colinérgico.

2.3.2. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) de la ovariectomia
unilateral en ratas tratadas con ATR

La perforacién del peritoneo en animales con bloqueo del sistema colinérgico no provocd

cambios en la concentracién plasmatica de E,, efecto que no fue modificado por la OVX-

U en ninguna de las horas estudiadas (Grafica 6).
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Graifica 6. Efectos inmediato (Panel A) y a corto plazo (Panel B) sobre la
concentracion (media * e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la perforacién del peritoneo del
lado izquierdo (ATR+PPI) o derecho (ATR+PPD) o de la ovariectemia izquierda
(ATR+OVX-I) o derecha (ATR+OVX-D) en ratas con bloqueo del sistema colinérgico
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atropina peritoneo izquierdo derecho.
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o Estos resultados nos permiten sugerir que el sistema colinérgico no regula la
secrecion de E,.

2.2.3. Efectos inmediato y a corto plazo de la ovariectomia bilateral en ratas tratadas
con ATR

En el animal con bloqueo del sistema colinérgico, la perforacién de ambos lados del
peritoneo no provocéd cambios significativos en la concentracion de estradiol; este efecto

no fue modificado por la castraciéon en ninguna de las horas estudiadas (Tabla 11)

47



Tabla 11. Efectos inmediato (una hora) y a corto plazo (24 horas) sobre la
concentracion (media + e.e.m) de estradiol (pg/ml), de la perforaciéon bilateral del
peritoneo (ATR+PPB) o de la ovariectomia bilateral (ATR+OVX-B) en animales con

bloqueo del sistema colinérgico

Grupo n Unahora n 24 horas
ATR 8 453+6.7 7 347+34
ATR+PPB 6 352446 6 459457
ATR+OVX 7 407463 5 28.5+4.0

o Estos resultados apoyan la idea de que el sistema colinérgico no reguia la secrecién

de Ez.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que en el dia del estro, los
ovarios secretan de diferente manera P4, testosterona y E,. El sistema colinérgico regula de
manera diferente la secreciéon 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 secreciéon de E; no es

regulada por este sistema de neurotransmision.

Efectos inmediatos.

Los efectos diferentes sobre la concentracion sérica de hormonas esteroides observadas
una hora después de la OVX-U dependerian de la informacién nerviosa que recibe cada
ovario. Esta regulacién nerviosa parece derivar, en parte, de la inervacién que se localiza
en cada lado del peritoneo. En la rata, la integracién de la informacién nociva (informacién
sensorial que detecta dafio o alteracién) proveniente del peritoneo involucra al nicleo 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
transcurriria una via nerviosa que regularia la secrecion de P4 y testosterona, mientras que
del lado izquierdo correria otra que modularia la secrecién de Ep; de tal forma que el
sistema sensorial que inerva el peritoneo participaria de manera asimétrica en la regulacién
de la secrecién de dichas hormonas.

La via peritoneal derecha también podria estar regulando la secrecién de Py y
testosterona en las glandulas adrenales, ya que la extirpacién del ovario derecho no alter6 el
aumento en la concentracién de estas hormonas observado en los animales con perforacion
del peritoneo del mismo lado. Los efectos inmediatos de la perforacién del peritoneo del
lado derecho podrian ser explicados como respuesta a la estimulacién en la secrecién de
ACTH. En cuyos machos, la ACTH no modifica la concentracién plasmatica de LH pero
aumenta la de Py4; en cultivos de células adrenales la ACTH estimula la liberacion de Py,

androstenediona y cortisol (Fenske, 1997).
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El efecto de la perforacion del peritoneo del lado izquierdo sobre la secrecion de E,
podria ser explicado por medio de la liberacién de adrenalina y noradrenalina desde la
médula de las suprarrenales. En el ovario de rata estas hormonas estimulan la secrecion de
P4 y androgenos, los cuales finalmente podrian ser aromatizados a E; (Aguado, 2002).

Otra explicacion seria que la perforacion izquierda del peritoneo ejerciera un efecto
estimulante sobre la secrecion del acido gamma amino butirico (GABA) en el ovario y, de
esta forma aumentar la secrecion de E;. Erd6 y col. (1895) y Laszlo y col. (1989) mostraron
que la inyeccion de GABA en la bursa del ovario de ratas pseudoprefiadas, aumenta la
concentracion de E;.

Los ovarios estarian ejerciendo un vinculo funcional de tipo inhibitorio en la
secrecion de P4 y testosterona sobre las adrenales, ya que la OVX-B aumenté la
concentracién de estas hormonas en suero. Es posible que este vinculo funcional ocurra por
medio del ganglio celiaco. La mayoria de las neuronas que constituyen el nervio ovarico
superior se localizan en éste ganglio (Sarper y col., 1976). El plexo celiaco recibe fibras
del nervio esplacnico y del vago. Se ha sugerido que las fibras VIPérgicas contenidas en el
nervio ovéarico superior derivan del nervio esplacnico, del vago y del ganglio suprarrenal
(Baljet y Drukker, 1980). Por medio de estudios in vitro, de células adrenales se ha
mostrado que el E; y la testosterona estimulan o inhiben, respectivamente la conversién de
25-OH-colesterol a pregnelonona, al actuar sobre la actividad de la enzima Pyspsec (Nowak y
col. 1995; Kau y col, 1999). Malendowicz (1976) mostré en la rata macho, que la
orquidectomia provoca aumento del peso de las adrenales y que tanto la testosterona como
el E; inhiben la actividad Sa-reductasa en la adrenal. Recientemente se ha mostrado que
las glandulas adrenales de oveja tienen receptores a estrogenos del tipoa, los que aumentan
después de la castracion (Van Lier y col, 2003).

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, en el dia del estro, la fuente de
secrecion de E; son los ovarios, ya que la OVX-B disminuyd drésticamente su
concentracion en suero. Este hecho nos lleva a sugerir que en el dia del estro las glandulas

adrenales no secretan E,.
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Con base en los resultados obtenidos sugerimos que los cambios en la concentracion
de las hormonas esteroides observados en la primera hora reflejan mecanismos
neuroendocrinos de reorganizacion que compensaran la falta de uno de los ovarios. Ademas
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 autébnomo que serviria como modulador de la actividad de las células del
ganglio simpatico y en consecuencia, de la actividad funcional de érganos viscerales
especificos.

A partir de los resultados obtenidos en ratas OVX-U sugerimos que el  ovario
izquierdo regula de manera inhibitoria la secrecién de testosterona, ya que en los animales
con OVX-]1 aumenté la concentracion de testosterona con respecto al animal con
perforacién del lado izquierdo del peritoneo. Esta funcidn inhibitona se estaria ejerciendo
sobre el ovario derecho, sobre las adrenales o ambos. No contamos con una explicacion
anatomica ni fisiolégica a este hecho. Posiblemente sea mediante el mecanismo reflejo
entre las dos visceras propuesto por Klein y Burden (1988). Previamente se ha planteado la
existencia de una comunicacién neural entre los dos ovarios por medio de las fibras que se
originan en el ganglio celiaco del lado i1zquierdo y derecho y que da origen al nervio
ovarico supenor (Aguado, 2002, Dominguez y col, 2003)

Los efectos inmediatos (a la hora) de la inyeccién de agua destilada sobre la
concentracion de E; 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
transcripcion del gen y la sintesis de la proteina StAR ocurre una y dos horas,
respectivamente después de adicionar LH o ACTH al cultivo, su maxima concentracion
se observa a las cuatro horas y retorna a sus concentraciones basales en doce (para ACTH)
0 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 dia del estro, el sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la

secrecion de P, y testosterona. Previamente se ha mostrado que la concentracion
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plasmatica de P4 aumenta a la hora de inyectar ATR en el dia del diestro-1 (Cruz y col.,
2001). Otros investigadores han mostrado que P4 disminuye al tratar a los animales con
agonistas nicotinicos (Asashi y Hsueh, 1981) y en ratas macho, Favaretto y col, (1993)
mostraron un efecto inhibitorio del sistema colinérgico sobre la secrecion de testosterona
en cultivos de células de Leydig.

La regulacion inhibitoria del sistema colinérgico en la secrecion de P4 se lleva a
cabo solamente en el ovario izquierdo, ya que en un animal con bloqueo del sistema
colinérgico, la extirpacién del ovario izquierdo anula el aumento de la concentracion de P4
provocado por la inyeccion subcutanea del sulfato de atropina. Esta idea es apoyada por el
hecho de que en el animal con bloqueo colinérgico, la extirpacion del ovario derecho o de
ambos incrementd ain mas la concentracidon de P, en suero. Estos resultados pueden ser
explicados con base en una diferencia en la inervacidén que recibe cada ovario (Klein y
Burden, 1988). Se ha sugerido que la funcién del ovario derecho depende principalmente
de la actividad vagal (Burden HW vy col., 1986), sin embargo estos autores evaluaron la
poblacién folicular y la hipertrofia compensadora del ovario en ratas OVX-U y no la
funcién esteroidogénica. En cultivos de células de la granulosa de humano y de rata, se ha
mostrado la presencia de receptores M; y Ms (receptores muscarinicos tipo 1 y 5)
(Mayerhofer et el, 2003). La estimulacién del sistema colinérgico en células de la
granulosa de vaca estimula la sintesis 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
secrecion de testosterona: sobre el ovario izquierdo ejerceria un efecto estimulante sobre la
secrecion de testosterona; mientras que sobre el ovario derecho tendria una influencia
inhibitoria. Si consideramos los resultados obtenidos en el animal con OVX-B, podemos
sugerir que el sistema colinérgico también estaria regulando de manera inhibitoria la

secrecion de testosterona en las adrenales. Walland y Pieper (1998) mostraron en el cuyo y
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el perro, que la activacion de receptores M, activan partes centreales del sistema nervioso
simpatico, incluyendo proyecciones de las adrenales (ganglio paraganglionar) por una

accion mediada por receptores muscarinicos de las glandulas adrenales.

Efectos a Corto Plazo.

Veinticuatro horas después de las manipulaciones “simuladas”, el sistema secretor de
hormonas como la P, y el E, parece estar mas 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 perforaciéon uni o bilateral del peritoneo sobre la
concentraciéon de P4 y E; desaparecen a las 24 horas, lo que nos lleva a pensar en
respuestas inmediatas al estrés. La regulacion de la secrecion de testosterona parece ser un
mecanismo mas complejo, ya que hasta las 24 horas posteriores a la anestesia o la
perforacion bilateral observamos un incremento en la concentracion de esta hormona. Una
explicacion al respecto implicaria la respuesta del eje hipotalamo-hip6fisis-adrenal al éter
mediado por catecolaminas (Murakami y col., 1997); las cuales regulan la secrecién de Py y
andrégenos 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
evalua por medio del incremento en la concentraciéon plasmatica de testosterona y de LH
(Rabin y col, 1988; Riever y Rivest, 1991). En los roedores, el incremento en la
concentracién 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 concentracion de testosterona pueda ser también de origen adrenal. Diversos autores
han sefialado que el estrés produce alteraciones en la estructura interna de la suprarrenal, las
cuales varian dependiendo de la naturaleza del estrés, de su gravedad y de su duracién

(Luse, 1970).

53



Otra explicacion al aumento en la concentracion de testosterona observado 24 horas
después de la anestesia, seria que la hormona se acumule en la sangre, como resultado del
retardo en su degradacién, depuracion o de ambas funciones a la vez, ya que uno de los
efectos del éter es disminuir la filtracién glomerular y las funciones hepaticas (Price, 1978).

Un posible mecanismo involucrado en los efectos de la perforacion del peritoneo
sobre la secrecion de testosterona es que la estimulacion de los receptores sensoriales del
peritoneo, aferentes al sistema nerviosos central por intermedio de la neuroquinina-B,
activen a su vez neuronas colinérgicas del nicleo del tracto solitario y desde aqui parta
una sefial estimulante (posiblemente por medio del nervio vago) de las glandulas
productoras de testosterona (Fig. 6). Las neuronas colinérgicas del sistema nervioso
central son reguladas por tacikininas (Arenas y col, 1991; Lehericy vy col, 1993; Preston y
col, 1999). El uso de agonistas o antagonistas a tacikininas afectan la actividad de las
neuronas colinérgicas y modulan la liberacion 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 podria regular la funcidn colinérgica central
y periférica.

Con base en los resultados obtenidos 24 horas después de la OVX uni o bilateral
podemos sugerir que el ovario ir situ ya es capaz de compensar la concentracién sérica de
E, pero no de P4, lo que convierte a este animal en una entidad diferente al que cuenta con
ambas goénadas.

La idea planteada previamente acerca de la funcién inhibidora del ovario izquierdo
en la secrecion de testosterona, es apoyada por el hecho que ain 24 horas después de la
OVX-I la concentracién de testosterona permanece elevada en comparacion con el animal

con perforacion del lado izquierdo del peritoneo.
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Figura 6. Posible explicacion de la secrecidn de testosterona en la que posiblemente se
estimulen los receptores sensoriales del peritoneo mediante la participaciéon de la
neuroquinina-B, quienes a su vez activen neuronas colinérgicas del ntcleo del tracto
solitario y a su vez estimule (quiza a través del nervio vago) las glandulas productoras
de testosterona.
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Dado que 24 horas después de la OVX-B, la concentracion de E, fue semejante a la
de un animal intacto, nos lleva a sugerir que:

1. El tiempo de depuracion y degradacion del E; se altere; de tal forma que 24 horas
después de la OVX-B la concentracion 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 6rganos secreten el E; a falta de las gonadas, durante las 24 horas posteriores
a la OVX-B. Organos como el corazén, pancreas y timo (Martel y cols., 1992), bazo
(Forneris y col, 1999), las adrenales (Wajechenberg y col, 1980; Tinnikov y col, 1992) y el
tejido adiposo (Simpon, 2003) producen estradiol bajo ciertas condiciones experimentales o
patologicas.

La anestesia con éter y la inyeccidon del vehiculo son factores estresantes que se
manifiestan hasta las 24 horas, dando como resultado cambios significativos en la
concentracion de Py, testosterona y E;. Sin embargo, estas alteraciones no ponen en riesgo
la ovulacién del animal (Cruz y col., 2001).

El efecto de la inyeccién del vehiculo a las 24 horas sobre la secrecion de Py,
testosterona y E, puede ser explicado como una respuesta al estrés, es decir, a la
estimulacion del eje adrenal. En ratas inyectadas con cocaina (droga que incrementa la
liberacién de ACTH), aumenta la concentracidn de P4, la que en su mayoria es de origen
adrenal (Walter, 2001). La inyeccién de capsaicina (agente neurotoxico especifico para
fibras sensoriales A y C) a ratas estimula la secrecidén de catecolaminas de origen adrenal
(Watanabe y col., 1988). En cubetas de incubacion donde se mantienen unidos el ganglio
celiaco, el ovario y el nervio ovarico superior, la adicién de noradrenalina en diestro-2
disminuye la liberacion de P4. La adicion de propanolol en la cubeta de incubacion aumenta
Ja liberacion de esta hormona (Sosa y col., 2000)

Los resultados obtenidos en los animales inyectados con ATR a los que se les
perford el peritoneo, ponen de manifiesto que alteraciones en la informacion sensorial

localizada en el pliegue del cuello, desencadenan mecanismos de regulacién complejos que
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involucran no so6lo al sistema colinérgico, sino a otros mas, para lo cual no tenemos una
explicacion.

En el humano, la atropina tiene una vida media de dos horas, sin embargo sus
efectos se prolongan, ya que el farmaco se elimina por completo hasta las 48 horas
siguientes, cuando se aplican dosis altas. Ademas, la ATR tiene un efecto antidiurético
(Innes y Nickerson, 1978). Esta observacion explicaria el hecho que a 24 horas de la
inyeccién de ATR, la concentracion de P4 y testosterona siguieron estando altas, asi que,
ambas hormonas pudieron acumularse en la sangre como resultado de una inhibicién de la
diurésis.

Como se sefialé en parrafos anteriores, en el dia del estro los ovarios son la fuente
principal de E;, ya que la OVX-B disminuyé drasticamente la concentracién en suero. La
secrecion de E; no es regulada por el sistema colinérgico, dado que la inyeccion de ATR
no modificé la concentraciéon de la hormona. Burden (1978) mostraron que terminales
simpaticas poseian actividad acetil-colinesterasa (enzima responsable de la degradacion de
la acetilcolina en el espacio sinaptico), por lo que sugirieron que algunas fibras de origen
vagal viajaban junto con fibras simpaticas hacia el ovario, asi que se asumié que una
inervacion colinérgica similar a la simpética terminaba en el ovario. En la actualidad
sabemos que las fibras nerviosas viajan junto con los vasos sanguineos hasta la glandula
intersticial, la teca y los cuerpos liteos. Sin embargo, las células de la granulosa, que serian
las células blanco de la acetilcolina, ya que cuentan con receptores muscarinicos
(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 foliculo, lo que explicaria
en parte porque la inyeccién de ATR no produjo modificaciones significativas sobre la

secrecion de E,.
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CONCLUSIONES

En el dia del estro, los ovarios no secretan de manera asimétrica P, testosterona y
E,. Los cambios en la concentracion de las hormonas esteroides observados en la
primera hora de estudio reflejan mecanismos neuroendocrinos de reorganizacion
que compensaran la falta de uno de los ovarios.

El sistema sensorial que inerva el peritoneo regula de manera asimétrica la
secrecion de hormonas esteroides sexuales. La inervacion del peritoneo del lado
izquierdo regula la secrecion de Ej, mientras que la del lado derecho modula la de
P4 y testosterona.

Un vinculo funcional de tipo inhibitorio en la secrecion de P4 y testosterona
estarian ejerciendo los ovarios sobre las adrenales.

El ovario izquierdo regula de manera inhibitoria la secrecion de testosterona.

El sistema colinérgico regula de manera inhibitoria la secrecion de P4 del ovario
izquierdo

El sistema colinérgico regula de manera asimétrica la secrecion de testosterona:
sobre el ovario izquierdo ejerceria un efecto estimulante, mientras que sobre el
ovario derecho tendria una influencia inhibitoria.

El sistema colinérgico no participa en la regulacion de la secrecion E, cuya fuente
principal son los ovarios.

Hasta las 24 horas de la ovariectomia unilateral, el ovario in sifu es capaz de

compensar la concentracion de testosterona pero no la de Pa.
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PERSPECTIVAS:

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, surgen los siguientes objetivos:

l.

Estudiar el papel de las glandulas adrenales en la secrecion de Py, testosterona y E;
en el dia del estro.

Analizar la contribucidn del ovario izquierdo o derecho en la concentracion de Py,
testosterona y E,, como Unica fuente irn situ de secrecion.

Estudiar el papel del sistema colinérgico en la regulacion de la secrecion 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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identified as equine inhibin pro-a-C and eN-aC peptide, respectively. In conclusion, partial purification of equine inhibin has
been accomplished. It appears that equine inhibin exists in different MW forms as has been demonstrated in other species.

466. EVIDENCE ON THE ASYMMETRIC ABILITY IN THE ESTROGEN SECRETION BY THE RAT OVARIES. R
Dominguez!, Al Barco', R Chavira', ME Cruz.' Biology of Reproduction Research Unit, FES Zaragoza UNAM, Mexico DF,
Mexico.!

The possible existence of asymmetrical ovarian involvement in the estrogen secretion was examined. On the day of estrus
of 4-day cyclic rats, after two consecutive estrous cycles, sham operation or hemiovariectomy (left or right ovary extirpated)
was performed at 1200 h of the day of estrous and the animals were killed 1 or 2 hours after surgery. Untouched control
groups were sacrificed at 1300 or 1400 . One hour after sham operation, progesterone (22.2 + 4.3 vs. 23.8 + 4.6 ng/ml) and
17p-estradiol (19.3 + 2.8 vs. 16.3 + 3.0 pg/ml) serum levels, were similar to untouched group. Rats with left ovary in situ
showed a diminution in 17f-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). When the right ovary was in situ, 170-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
operation, progesterone (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 control group. 17f-estradiol (11.3 + 1.4 vs. 12.9 + 2.6) and progesterone (16.0 + 4.0 vs. 22.2 + 3.5) serum level were
similar to sham operated animals when the rats kept the left ovary in situ. When the right ovary was in situ, the
17p-estradiol seruin levels was lower than in sham operated ones (6.3 + 0.4 vs. 14.9 + 2.3, p<0.05), while progesterone (37.4 +
11.2 vs. 12.4 + 2.3, p<0.05) serum levels increased. These results suggest that ovarian steroidogenesis ability by the left and
right ovaries is different when one ovary is extirpated. Supported by DGAPA:IN 208996, CONACYT and PUIS.

467. EFFECT OF ETHANE 1,2-DIMETHYL SULFONATE (EDS) ON ACUTE STEROIDOGENIC REGULATORY
PROTEIN (StAR) GENE EXPRESSION AND PROGESTERONE SYNTHESIS IN ACTIVATED MOUSE TUMOR LEYDIG
CELLS. Thorsten Diemer"?, Karen Held-Hales', John Choi’, Focko Rommerts?, Dale Buchanan Hales.! Depts of Physiology
& Biophysics, Univ of lllinois at Chicago, Chicago, IL'; Dept of Endocrinology and Reproduction, Erasmus Univ,
Rotterdamm, Netherlands* Dept of Urology, Justus Liebig Univ, Giessen, Germany.?

The objective of our study was to evaluate the molecular mechanism responsible for acute inhibition of steroidogenesis in
mouse tumor Leydig cells (MA 10) by EDS. EDS has been established as agent inducing specific apoptosis in Leydig cells in
rats and mice as well as in cultured MA 10 cells. MA 10 cells were grown in Waymouth's medium with 15% horse serum.
Incubation was performed under cAMP stimulation and different concentrations of EDS for 3 and 6 hours. MA 10 cells were
lysed after incubation followed by total RNA extraction. StAR expression was detected by hybridization of Northern blots
with ¥P-labeled StAR cDNA probes. StAR protein measurements were conducted by Western blotting of total cellular
protein by use of a polyclonal anti-StAR antibody. Progesterone production of MA 10 cells was determined by
radioimmunoassays. Additional experiments excluded de novo protein synthesis and bypassed the StAR dependant
mitochondrial pathway of cholesterol by 22-R-OH-cholesterol. The acute inhibition of steroidogenesis in MA 10 cells by EDS
is attributable to immediate suppression of the StAR gene subsequently resulting in the lack of StAR. The inhibitory effect
of EDS is independent from de novo protein synthesis and is also evident in pre-stimulated cells. Steroidogenesis can be
rescued by R-22. EDS-specific effects on StAR expression and protein are evident before the cells enter into apoptosis
excluding apoptotic events as cause of the observed phenomenon. Our results underscore the significance of StAR as a
potential target for various pathophysiological events impairing steroidogenesis. StAR function has to be evaluated in the
future in the background of testicular disorders present in infertile or hypogonadic patients. {Source of funding: DFG project
Di 723/1-1 to T. Diemer (Germany)NIH project HD 35544 to D.B. Hales (USA)]

468. STEROIDOGENIC ACTIVITY OF HUMAN GRANULOSA CELLS IMMORTALIZED WITH SV40 LARGE T
ANTIGEN. Katsuyasu Ishikawa', Makoto Nitta!, Hidetaka Katabuchi’, Takashi Ohba', Nobuyuki Tanaka', Kohei
Matsuura', Hitoshi Okamura.' Dept of Obstetrics and Gynecology, Kumamoto Univ School of Medicine, Kumamoto City,
Japan.!

We immortalized human granulosa cells freshly obtained from the follicular aspirates of ovaries in women with a natural
ovulatory cycle, using SV40 large T antigen. Of 28 indcpendently isolated clones, two clones established from one patient
grew progressively into lines; GCla and GC1b. Progesterone and estradiol were secreted by the GCla line at the early
passages (GCla E), but not by the GCla line at the late passages (GCla L) or the GC1b line. The mRNAs of steroidogenic
acute regulatory protein and sterol carrier protein 2 were observed in the GCla E line but decreased in the GCla L line, as
determined by RT-PCR. Incubation of GCla L cells with 20a-hydroxycholesterol, a soluble intermediate of the cholesterol
side-chain cleavage reaction, stimulated progesterone secretion. The addition of 50 ng/ml androstenedione increased
progesterone and estradiol production in all three lines. These results show that individual human granulosa cell lines
transformed with SV40 progressively loss the steroidogenic activity by multistep transformation. These cell lines provide a
new experimental model to study the biological events that govern the steroidogenesis in human granulosa cells.
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DIFFERENTIAL EFFECTS OF THE ACUTE CHOLINERGIC BLOCKADE BY ATROPINE
SULPHATE (ATR) INJECTION TO HEMIOVARIECTOMIZED (HVOX) ADULT RATS, ON
PROGESTERONE (P), TESTOSTERONE (T) AND ESTRADIOL (E) SERUM LEVELS
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1. Unidad de Investigacian en Biologia de la Reproduccion, FES Zaragoza, Mexico, Mexico
2. Biologla de la Reproduccion, Instituto Nacional de la Nutricion "Salvador Zubiran", MExico, 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 of hemiovariectomy (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 ng/ml 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 pg/ml 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 turn resulted in a significantly increase, higher when the LO was in situ
(35.0¢1.6 and 23.3¢1,9 pg/ml 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.
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in monkey ovaries in a coordinated manner, suggesting that the interaction and coordinated regulation of LPA
and PAI-1 may also play an essential role in the induction of ovulation in primate.

76. EFFECTS OF CHOLINERGIC BLOCKADE AT ESTRUS ON OVARIAN HORMONES SECRETION. Rob-
erto Dominguez!, Ana I Barco!, Roberto Chavira? and Maria E Cruz'. 'Biology of Reproduction Research Unit,
FES Zaragoza, Mexico City, Mexico; 2Dept of Biology of Reproduction, Instituto Nacional de la Nutricion S.Z.,
Mexico City, Mexico. o '

Atropine sulfate (ATR) injection at 1300 h of estrous day blocks ovulation on the next expected estrous day.
Such blockade of ovulation is the result of the blockade of LH secretion, but not FSH. Because there is evidence
that cholinergic ovarian innervation plays a role in the regulation of ovarian secretion at the beginning of the
estrous cycle we analyzed the effects of ATR (300 mg/kg b.w.) injection at 1300 h of the day of estrus on proges-
terone (P), testosterone (T) and estradiol (E) serumi levels, in rats sacrificed 24, 48, 68, or 75 hours after ATR
administration. Cyclic untouched rats were used as control. 24 h after treatment P and T concentrations were
similar to control animals, while E lével was significantly lower (3.6 = 0.2 pg/ml vs. 12.3 + 2.5, p<0.01). 48 h
after ATR injection, P level jncreased (18.2 = 4.3 (pg/ml) vs. 9.6 + 1.0, n.s.), while T level decreased (6.0 = 3.6
(ng/ml) vs. 36.7 = 1.3, p<0.01) and E level was similar to control.-68 h after treatment (day of proestrus at
0900 h) P level was significantly higher than control (26.2 = 4.2 vs. 4.3 = 0.7, p<0.01), T level was lower than
control (32.5 + 1.2 vs. 150 = 0.7, p<0.01), as well as E level (6.8 = 1.8 vs. 28.9 = 2.6, p<0.01). At 1700 h of
proestrus day (75 h after treatment); P-levels were similar to control, while T levels were far below control
levels (T 24.3 *= 1.3 vs. 92.5* 0.8) and nonsignificant differences were observed in E levels. Present results
suggest that the lack of LH preovulatory increase during P afternoon is partially a consequence of ovarian hor-
mone secretion during the estrous cycle: They also support the cholinergic participation in the regulation of
ovarian secretion. Supported by CONACYT grant 2785-1. "' -~ :

77. TWO ISOFORMS OF THE ACTIVIN 3, SUBUNIT IN ZEBRA FISH OVARY: mRNA EXPRESSION AND
REGULATION BY GONADOTROPIN. Tamara DiMuccio!, Spencer Mukai’, Nikki Kohli', Eric Clelland', Ting-
ting Wu' and Chun Peng!. 'Department of Biology, York University, Toronto, Canada.

Activins are dimeric proteins consisting of two inhibin 8 subunits. Homo- and hetero-dimerizations of two
subunits, BA and BB, produce three forms of activins, activin-A, -B, and -AB. Our recent studies have suggested
that activin-A mediates gonadotropin-induced final oocyte maturation in the zebrafish. To further examine the
structure and function of activin-A in the zebrafish ovary, we used primers for conserved regions of the mam-
malian activin A mRNA to amplify zebrafish ovarian ¢cDNA. An expected size of PCR product was ligated into
TOPO PCR2.1 vector and several clones were sequenced. Two distinct sets of sequences were obtained, both of
which show highest homologies to activin BA subunits of other species. They were therefore designated as acti-
vin BA isoform 1 and 2. The identities of the two isoforms in the mature peptide region are: 84% at the nucleo-
tide level and 93% at the amino acid level. Isoform 1 shows lower homology with BA subunits from other spe-
cies than isoform 2. To determine if mRNA levels of activin BA isoforms vary in different stages of follicles and
if they are regulated by gonadotropin, real-time PCR was performed using the ABI PRISM Sequence Detection
System, with SYBR Green I as the reporter fluorescent dye. Analyses of total RNA extracted from different
stages of follicles reveal that both isoform mRNAs are expressed in previtellogenic, vitellogenic, and mature fol-
licles, with vitellogenic follicles showing highest mRNA levels. Treatment of follicles with human chorionic go-
nadotropin (hCG) significantly increased both isoform mRNAs levels. This study demonstrates that there are
two activin BA subunit isoforms expressed in the zebrafish ovary. The finding that activin A mRNA levels are
up-regulated by hCG (urther supports the notion that activin-A mediates the action 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!. Department of Obstetrics & Gynecology and Coopera-
tive Reproductive Science Research Center, Morehouse School of Medicine, Atlanta, GA; ?Department of Micro-
biology Biochemistry and Immunology, Morehouse School of Medicine, Atlanta, GA; *Department of Obstetrics
& Gynecology and Cellular & Molecular Medicine, University of Ottawa and Ottawa Health Research Institute,
Ottawa, Canada. )

We have previously demonstrated that prohibitin is associated with granulosa cell development and that its
expression may, in part, be regulated by gonadotropin. Recently, we have shown that prohibitin content is in-
versely associated with cell proliferation, but increases during granulosa cell differentiation, and in earlier
events of apoptosis in a temperature-sensitive granulosa cell line. In an attempt to extend these observations to
examine the role and regulation of prohibitin in follicular cell fate determination in immature rat ovaries, we
have used established in vivo models for the induction of follicular development and atresia to provide a com-
prehensive characterization of the temporal and spatial patterns for prohibitin. Western blot analyses of total
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