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RESUMEN

RESUMEN

La supervivencia de los seres vivos requiere de un mecanismo que permita la
produccion de nuevas generaciones de la misma especie. Este mecanismo es la
reproduccion, la cual esta definida como la capacidad de producir nuevos
individuos. En los vertebrados la reproduccion es de tipo sexual. El 6rgano

reproductor primario del macho es el testiculo y el de la hembra es el ovario.

Los ovarios tienen dos funciones: la produccion de hormonas esteroides
(progesterona, androgenos y estrogenos) y la gametogénesis (produccion y
liberacion de ovocitos viables capaces de ser fecundados). Estas dos funciones se
encuentran reguladas por un sistema neuroendocrino el eje-hipotdlamo-hipoéfisis-
ovario. Las acciones hormonales de este eje son moduladas por la inervacioén

extrinseca que llega al ovario.

El ovario recibe fibras de naturaleza sensorial, aportadas en su gran mayoria
por el nervio vago, y simpaticas provenientes del nervio ovarico superior (NOS) y el

plexo ovarico (PO).

Dado que en la rata prepuber no se tiene informacion sobre los efectos
agudos de la seccion del NOS en la regulacion de la esteroidogénesis, en el presente
estudio se utilizaron ratas de 32 dias de edad y se analizaron los efectos de la seccion
uni o bilateral del nervio ovdarico superior, sobre la concentracion sérica de
progesterona, testosterona y 17-f estradiol a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-

cirugia o al presentar el primer estro vaginal.
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Los resultados mostraron lo siguiente, la laparotomia (utilizada como grupo
de comparacion) resultd en un retraso de la pubertad, que se acompafio de
variaciones en las concentraciones de las hormonas esteroides que dependieron del
tiempo transcurrido entre la laparotomia y la autopsia. La seccion del NOS izquierdo
o la seccion de ambos nervios resulté en un retraso de la edad de apertura vaginal,
mientras que con la seccion NOS derecho se observd una menor cuota de ovocitos

liberados por el ovario desnervado.

La concentraciéon de progesterona en los animales con secciéon del NOS
izquierdo vari6 en funcion del tiempo transcurrido entre el tratamiento y la autopsia.
La seccion del NOS derecho resulté en una menor concentracion de la hormona en

los animales autopsiados 5 horas después del tratamiento.

La concentracion de testosterona en ratas con seccion NOS izquierdo o
seccion de ambos nervios vari6 en funcion del tiempo transcurrido entre la seccion y
la autopsia. La seccion del NOS derecho resulté en un aumento en la concentracion
de la hormona 48 horas después del tratamiento, mientras que 72 horas post-cirugia

la concentracion de la hormona fue menor.

La concentracion de estradiol en los animales con seccion del NOS izquierdo
fue menor una, 5 6 72 horas después de la denervacion. La seccion del NOS derecho
resultdé en una mayor concentracion de la hormona 30°, 48 horas después del

tratamiento o al primer estro vaginal.

En conclusion a partir de nuestros resultados sugerimos que el nervio ovarico
superior modula estimulando o inhibiendo la secreciéon de hormonas esteroides las
cuales dependen del nervio seccionado y del tiempo de evolucion entre la seccion y

la autopsia.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Péptido relacionado con el gen que codifica a la calcitonina
Dehidroepiandrosterona

Edad de apertura vaginal

Hormona foliculo estimulante

Ganglio celiaco

Hormona de crecimiento

Factor liberador de gonadotropinas
Hormona coridnica humana

Hormona Luteinizante

Noradrenalina

Nervio ovarico superior

Neuropéptido Y

Operacion simulada bilateral

Operacion simulada derecha

Operacion simulada izquierda

Primer estro vaginal

Plexo ovarico

Seccion bilateral del nervio ovarico superior
Seccion del nervio ovarico superior derecho
Seccion del nervio ovarico superior izquierdo
Sustancia P

Testigo Absoluto

Péptido intestinal vasoactivo

111
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INTRODUCCION

Los sistemas nervioso y endocrino actian de manera conjunta en la regulacion de
los procesos reproductivos. Estos dos sistemas forman el sistema neuroenddcrino

(Guyton, 2001).

En el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario participan hormonas hipotalamicas
como el factor liberador de las gonadotropinas (GnRH), hormonas hipofisiarias
(Hormona luteinizante LH y Hormona foliculo estimulante FSH) y hormonas
ovaricas (estrégenos, androgenos, progestdgenos, hormonas peptidicas y factores
locales). La secrecion de las gonadotropinas depende de la accion de la GnRH sobre
la hipofisis. La regulacion de la secrecion hipofisiaria estd dada por una
retroalimentacion inhibitoria y exitatoria, que ejercen los estrégenos y la

progesterona (Tresguerres, 2003).

Aunado al control endécrino de las funciones reproductivas, existe un control
neural el cual actia como un regulador puntual de la accion de las hormonas. Asi,
las gonadas reciben inervacion simpatica y sensorial que permiten el establecimiento
de una comunicacion de las gdnadas con el sistema nervioso central (SNC) (Burden

y Lawrence 1977; Kawakami y col., 1981; Morales y col., 1993, 1998).
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La inervacidn extrinseca del ovario esta conformada por fibras de naturaleza
sensorial, simpatica y parasimpatica. La fibras simpaticas contienen catecolaminas
como la noradrenalina (NA) y péptidos como el neuropéptido Y (NPY), que llegan
al ovario por dos vias diferentes, el nervio ovarico superior (NOS) y el plexo ovarico
(PO) (Burden, 1978; Dissen y Ojeda, 1999). Las fibras sensoriales contienen como
neurotransmisores predominantes la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) (Ojeda y Lara, 1989; Dissen y Ojeda, 1999) y son
transportados por el nervio vago y el plexo ovarico (Ojeda y col., 1983). Ademas del
componente extrinseco se ha descrito un componente intrinseco en el ovario,

formado por ganglios de naturaleza noradrenérgica (D" Albora y col., 2002).

En la rata adulta se ha postulado que la informacion neural que transcurre por
el nervio ovarico superior (NOS) modula de manera estimulatoria la
esteroidogénesis ovarica y facilita el desarrollo folicular. Sin embargo, en la rata
prepuber se desconoce el efecto agudo de realizar una seccion del NOS sobre la
esteroidogénesis ovarica. Por lo que en el presente estudio se utiliz6 a la rata de 32
dias de edad sometida a la seccidon unilateral o bilateral del NOS y fueron
sacrificadas 30°, 1, 5, 48 6 72 h post-seccion y un grupo mas fue sacrificado al

presentar el primer estro vaginal.

N
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MARCO TEORICO
EL OVARIO

En la hembra de los mamiferos, el ovario es el sitio de almacenamiento y
desarrollo de los ovocitos formados durante la vida embrionaria, fetal 6 perinatal.
Los ovarios tienen dos funciones principales: la produccion de hormonas esteroides
(progesterona, andrégenos y estrogenos) y la gametogénesis (produccion y
liberacidn de ovocitos viables capaces de ser fecundados) (Peters y McNatty, 1980).
Estas funciones se encuentran reguladas por la influencia de mecanismos

hormonales y neurales (Burden, 1978).

En la rata, los ovarios estan situados cerca de los rifiones a lo largo del borde
del musculo lateral y se encuentran rodeados de grasa. Durante la etapa adulta la
superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una capa
monoestratificada de células cubicas o poliédricas, llamada epitelio germinal

(Burden, 1985).
La organizacion histoldgica del ovario de los mamiferos es la siguiente:

> La corteza es la zona mds externa, revestida por el epitelio germinal
que contiene todos los ovocitos incluidos cada uno en un foliculo. Los
cuales se encuentran en diversas fases de desarrollo y algunos de ellos
presentan signos tipicos de atresia. El estroma circundante se halla

formado por elementos de tejido conjuntivo y células intersticiales.
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> La médula es la parte mas interna del ovario, esta formada por tejido
conjuntivo laxo con fibras elasticas, algunas fibras musculares lisas y
numerosos vasos arteriales y venosos de los que se originan pequeias
ramas que se dirigen hacia la corteza. La corteza y la médula se
continian de forma imperceptible sin que exista entre ellas una

separacion visible (Fawcett, 1995).

> El hilio ovarico es la via a través de la cual los vasos sanguineos y
linfaticos entran y salen del ovario, y se continta con la médula. Las
células hiliares son histologicamente idénticas a las células de Leyding
del testiculo, se trata de células redondas u ovaladas, con citoplasma

granuloso y eosinéfilo (Stevens, 1999).

El ovario esta constituido por tres compartimentos funcionales diferentes:
1) Compartimiento folicular; 2) Compartimiento luteal y 3) Compartimiento

intersticial.

1.- El compartimiento folicular: Donde se lleva a cabo el proceso de

foliculogénesis (Figura 1) (Tresguerres, 2003).

2.- El compartimiento luteal: Formado por los cuerpos luteos, tras la
ovulacion, las células de la granulosa y de la teca interna que quedan se convierten
rapidamente en células luteinicas, aumentan su didmetro y se llenan de inclusiones
lipidicas que les dan un aspecto amarillento. Este proceso se llama luteinizacion, y el
conjunto de la masa de células luteinizadas se denomina cuerpo lateo (Guyton,

2001). El cuerpo luteo secreta grandes cantidades de progesterona.
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3.- El compartimiento intersticial: Se forma de las células de la teca de aquellos
foliculos que van a la atresia. En el estroma ovarico se encuentran cuatro clases
principales de células intersticiales, que se clasifican por sus caracteristicas y
posicion en el ovario en: primarias, tecales, secundaria e hiliares. En respuesta a la
accion de la LH, la glandula intersticial secreta androgenos, principalmente

androstenediona y testosterona (Tresguerres, 2003).

Foliculo de
Graff

Ovocito

@ Liberado

Foliculo
Secundari

Foliculo
Primario

uerpo Lateo
Joven

it Cuerpo Luteo
" Maduro

Foliculo
Primordial

Figura 1. Esquema del ovario de mamiferos, que muestra las diferentes etapas de desarrollo

por las que pasa un foliculo (Tomado de Goldfien y Monroe, 1998).
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DESARROLLO FOLICULAR

La foliculogénesis se define como el proceso que comprende el crecimiento y
la maduracion de los foliculos, desde el momento en que emerge del conjunto o
grupo de foliculos formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es
ovulado o entra en atresia. Los estadios por los cuales pasan los foliculos permiten

clasificarlos en: foliculos primordiales, primarios, secundarios y preovulatorios o de

Graaf. (Tresguerres, 2003).

Las gonadotropinas son las principales hormonas que regulan el proceso del
desarrollo folicular. En el ovario, la LH y la FSH modulan la secrecion de
progesterona y estradiol; la cual estimula la proliferacion celular a nivel local lo que
favorece el crecimiento y la maduraciéon folicular (Bergman, y col., 1998; Geneser,

2000).

El foliculo es la unidad anatomo-funcional del ovario y esta constituido por
un ovocito, células de la granulosa que rodean al ovocito, la membrana basal que
separa a las células de la granulosa de los otros componentes del foliculo, las células
de la teca que rodean a la membrana basal y se diferencian en una teca interna y otra
externa. Conforme crece el foliculo aumenta el nimero de células de la granulosa
por mitosis, asimismo entre el ovocito y las células de la granulosa se forma una
cavidad antral, por la union de espacios llenos de liquido folicular incoloro y viscoso

(Freeman, 1994; Gore-Langton y Armstrong, 1994) (Figura 2).
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Teca externa > =2 | Células de la
s granulosa

Teca interna

Corona
radiada

Figura 2. Esquema de las diferentes partes que conforman un foliculo (Tomado de Arias,

2003).

Los foliculos primordiales se forman durante el periodo embrionario-fetal y en
algunas especies después del nacimiento. Este foliculo es la unidad reproductiva
fundamental del ovario y estd formado por un ovocito de alrededor de 25 um de
diametro rodeado de una membrana basal y por fuera de ella una tnica capa de
células planas de la granulosa, que acompafian al foliculo desde su formacién. Estos
foliculos se encuentran principalmente en la periferia de la corteza por debajo de la

tunica albuginea (Italo y Pineda, 1988) (Figura 1).

El proceso de transformacion del foliculo primordial en primario implica el
aumento del volumen del ovocito, que casi triplica su tamafo inicial, debido a la
sintesis de ADN y proteinas y a la multiplicacion de las células de la granulosa que
forman de 3 a 5 capas de células cubicas apareciendo, claramente la zona pelticida

(Italo y Pineda, 1988).
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Los foliculos primarios o preantrales poseen un didmetro menor a 60 um, el
foliculo se aproxima a la médula ovarica, el ovocito aumenta de tamafio y las células
foliculares pierden su configuracion epitelial aplanada, apareciendo inicialmente con
morfologia cilindrica, y prolifera hasta formar dos o tres capas de células de la
granulosa de contorno irregular y se forma la teca folicular. El ovocito y las células
de la granulosa adyacentes quedan separados por una estrecha hendidura en la que
se proyectan microvellosidades. En este espacio o hendidura se acumula un material
amorfo que se condensa gradualmente formando la zona pelucida, una capa

glucoproteica (Fawcett, 1995; Geneser, 2000) (Figura 1).

Los foliculos secundarios o antrales estan conformados de varias capas de células
de la granulosa. Durante esta etapa se forman espacios entre éstas células por
acumulacion del liquido folicular, a los cuales se les denomina cuerpos de Call-
Exner, que al fusionarse entre si, forman un espacio amplio dentro de la granulosa,
llamando antro folicular. Al mismo tiempo, el compartimiento tecal se diferencia en
una teca interna y una externa. La teca interna adquiere una rica vascularizacion y
sus células tienen la capacidad de sintetizar hormonas esteroides, mientras que la
teca externa mantiene su naturaleza de tejido conectivo con células musculares lisas

(Fawcett, 1995) (Figura 1).

En los foliculos de Graaf o preovulatorios el tamafio aumenta considerablemente
debido a la acumulacién rapida de liquido folicular y alcanza un didmetro mayor a
500 um. Se caracterizan por una baja tasa mitotica de las células foliculares y una
alta relacion estrogenos/androgenos y estrogenos/progesterona en el fluido folicular.
Ademas presentan receptores de LH en células de la granulosa, alta produccion de
inhibina y mayor flujo sanguineo que los foliculos atrésicos. En este estadio del

desarrollo es cuando el foliculo es capaz de ovular (Geneser, 2000) (Figura 1).
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ATRESIA FOLICULAR

Las hembras de los vertebrados nacen con un numero finito de ovocitos, la
mayoria de los cuales degeneran por atresia (Devine y col., 2000). Se estima que en
el humano, mas del 99% de los foliculos llegan a ser atrésicos, mientras que en el

raton, alrededor del 77% (Byskov, 1978).

La degeneracion y pérdida folicular por el proceso de atresia, ocurre en
cualquier estadio del desarrollo folicular, desde los primordiales hasta los antrales.
Este proceso se da continuamente con cada ciclo reproductivo hasta que desaparecen
y ocurre la senescencia reproductiva (Hsueh y col., 1994; Kaipia y Hsueh, 1997,

Oliver y col., 1999).

Durante el proceso de atresia folicular se observan cambios morfologicos en
el ovocito, las células de la granulosa y células tecales. En el estadio inicial de
atresia, algunas células de la granulosa muestran picnosis nuclear, especialmente las

que estan en contacto con el antro (Van Voorhis, 1999; Oliver y col., 1999).

En la etapa tardia de atresia, las células de la granulosa no proliferan y
comienzan a morir y a descamar en el antro folicular. Las células de la teca se
hipertrofian, la membrana basal se fragmenta y los leucocitos invaden el foliculo. En
éste momento, el ovocito puede presentar fragmentacion de la vesicula germinal y

mantenerlo en meiosis (Oliver y col., 1999).

Durante el estadio final de atresia, la contraccidon folicular progresa hasta la
casi completa involucion del foliculo (Van Voorhis, 1999; Oliver y col., 1999), el
ovocito degenera y se fragmenta. Los remanentes del foliculo atrésico persisten

dentro del ovario como estructuras semejantes a una cicatriz (Oliver y col., 1999).
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La teca de aquellos foliculos atrésicos que desarrollaron receptores a LH

forma parte de la glandula intersticial (Greenwald y Roy, 1994).

Los foliculos atrésicos se caracterizan por un incremento en la sintesis de
androstenediona, como resultado de la hipertrofia tecal. En células de la granulosa
disminuye la actividad de las aromatasas y la sintesis de estradiol, como respuesta a
la disminucion en el nimero de receptores a las gonadotropinas (Hsueh y col., 1994;

Van Voorhis, 1999).

El mecanismo que explica el proceso de atresia folicular es la apoptosis o
muerte celular programada de las células de la granulosa (Hsueh y col., 1994; Tilly,

1998; Markstrom y col., 2002).

10
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OVULACION

La ovulacién es el proceso por el cual el foliculo de Graaf libera un ovocito
(Ross y col., 1997) (Figura 1). Para que se lleve a cabo este proceso se necesita que
se de el aumento brusco en la concentracion de LH seguida de la disminucion brusca
de la hormona. El aumento en la liberacién de LH es precedido por el aumento
brusco de estradiol en plasma, lo cual es estimulado por las acciones de la FSH y LH
a nivel folicular. En la mujer la liberacion del ovocito se da en la mitad del ciclo
menstrual, es decir, el dia 14 de un ciclo de 28 dias (Ross y col., 1997). En la rata, el
ciclo estral es de cuatro o cinco dias y la ovulacidon se produce en el dia del estro

vaginal (Ojeda y Urbanski, 1994).

Para que se produzca la ovulacion, en el foliculo se observan un conjunto de

cambios que posibilitan la expulsion del ovocito:

1) Las células de la teca liberan enzimas proteoliticas, que causan la
disolucion de la matriz colagena de un punto de la pared folicular con el
consiguiente debilitamiento, lo que forma una pequeiia protuberancia que recibe el
nombre de estigma (una pequeila zona en el centro de la capsula folicular de la

superficie del ovario).

2) Simultaneamente se produce el crecimiento rapido de nuevos vasos
sanguineos en el interior de la pared del foliculo, y al mismo tiempo se secretan
prostaglandinas (hormonas locales que provocan vasodilatacion) en los tejidos
foliculares. Estos dos factores producen trasudacion de plasma al interior del
foliculo, que también contribuye a que éste aumente de tamano. Finalmente, la
combinacion del aumento de tamaiio del foliculo con la degeneracion simultanea del
estigma hace que el foliculo se rompa con la consecuente expulsion del ovulo

(Guyton, 2001).

11
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ESTEROIDOGENESIS

COLESTEROL: EL ORIGEN DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

Todas las hormonas esteroides derivan del colesterol. El colesterol utilizado
para la producciéon de hormonas esteroides deriva principalmente de las
lipoproteinas séricas circulantes (LDL y LDH) (Brown y Goldstein, 1976). Las
lipoproteinas se unen a receptores especificos de membrana y los complejos
lipoproteina-receptor ingresan a las células por endocitosis (Goldstein y col., 1979;
Anderson y col., 1977). Las vesiculas endociticas se fusionan con los lisosomas, en
los que se hidrolizan los esteres de colesterol LDL y liberan el colesterol (Brown y
col., 1975). El colesterol libre es reesterificado y almacenado en el citoplasma en
gotas lipidicas. Cuando se necesita colesterol, los ésteres son hidrolizados y
transportados a la mitocondria donde comienza la sintesis de esteroides (Yeh y
Adashi, 2001). La proteina trasportadora -StAR- traslada el colesterol a través del
citoesqueleto a la mitocondria, donde comienza la sintesis hormonal (Yoshinaga,

1999).

Las sefales para iniciar la sintesis de hormonas esteroides proceden de la
presencia de la LH que al unirse a su receptor en la membrana, activa la sintesis
intracelular de AMP-ciclico, que actiia como segundo mensajero en la sintesis

hormonal esteroidea.

El primer paso de la sintesis de las hormonas esteroides comienza en la
membrana interna de las mitocondrias, donde el nimero de carbonos disminuye de
27 a 21. La reduccion del numero de carbonos se produce por oxidaciones

catalizadas por enzimas de la familia de los citocromos P450 (Van Voorhis, 1999).

12
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La enzima que act@ia en primer lugar es la P450scc (desmolasa), es decir la
enzima que corta la cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, produciendo acido
isocaproico y pregnenolona. El sistema enzimatico que media la transformacién es
complejo, incluyendo tres enzimas, el citocromo P450scc propiamente dicho, una
segunda proteina, la adenoxina, y una flavoproteina (NADPH: adenoxin reductasa),
ademas de fosfolipidos que crean la interaccion entre el colesterol y las enzimas. El
proceso consume NADPH+H, y oxigeno molecular. El proceso ocurre sin liberacion

de productos intermediarios (Pedernera, 1993) (Figura 3).

Ha COLESTEROL MITOCONDRIA

OH

s

C
< Colesterol I
22-hidroxilasa T
22R - hidroxicolesterol o
HO C
R
(0]
Colesterol M
20a-hidroxilasa O
P
HO 4
5
0
C20-22 liasa S
c
Ng c J
Pregnenolona o Aldehido

HO L(I:/Y isocaproico

Figura 3. Esquema de la biosintesis de colesterol y su biotransformacion a pregnenolona.

(Tomado y Modificado de Pedernera, 1993).
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SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Una vez sintetizada la pregnenolona esta puede tomar dos rutas diferentes:

1.- La primer ruta es la via de la enzima 3f3-hidroxiestroide deshidrogenasa,
que se encarga de la conversion de pregnenolona a progesterona, esta enzima se

localiza en el reticulo endoplasmico (Van Voorhis, 1999) (Figura 4).

2.- El segundo camino metabdlico de la pregnenolona es la via de la enzima
citocromo P450, 17 hidroxilasa, 17,20 liasa (P450c17). La P450c17 se localiza en el
reticulo endopldsmico de las células esteroidogénicas y es responsable de la
conversion de pregnenolona a dehidroepiandrosterona (DHEA). Ademas la enzima
P450c17 puede convertir progesterona a androstenediona. Las dos rutas metabolicas
de la pregnenolona son llamadas ruta A4 6 A5 y hacen referencia al nimero del
carbono de la molécula esteroide que presenta el doble enlace (Van Voorhis, 1999)

(Figura 4).

La androstenediona es formada en las células de la teca del ovario y se
convierte en testosterona por la enzima 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa o en
estrogenos por la accion de las aromatasas. La aromatasa (P450arom) actia en la

conversion de androstenediona a estrona o de testosterona a 17B-estradiol (Van

Voorhis, 1999) (Figura 4).

14
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Figura 4. Esquema que muestra las rutas biosintéticas de la esteroidogénesis (Tomado de

Van Voorhis, 1999).
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Las células de la teca interna tienen las enzimas que les permiten sintetizar
androgenos a partir de la pregnenolona (Figura 5). El paso limitante en la biosintesis
de los andrégenos es la expresion del complejo P450c17, el cual es estimulado por

la LH (Van Voorhis, 1999).

Los andrégenos, androstenediona y testosterona, atraviesan la membrana
basal y son incorporados al citoplasma de las células de la granulosa. En las células
de la granulosa la FSH estimula la sintesis del complejo enzimatico aromatasa, lo
que posibilita que los androgenos sean aromatizados a estrégenos (Pedernera, 1993;

Gore-Langton y Armstrong, 1994) (Figura 5).

Los andrégenos, principalmente la androstenediona, producidos por la células
tecales dependientes de la LH, son el principal sustrato de la sintesis estrogénica en
las células de la granulosa dependientes de la FSH. Aunque la estrona deriva de la
androstenediona, rapidamente es convertida en estradiol en las células de la

granulosa por la enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Bjersing, 1967).

- o~
CELULA DE LA TECA LH
ATP Colesterol R
L) == ¥ P450 scc  3p-HSD
Pregnenolona — > Progesterona
——> ¥ 17.20 liasa ¥ 17¢-hidroxilasa
K a > 17a-hidroxiprogesterona
. . 7a-hidroxilasa ¥ 17, 20 liasa
Dehidroepiandrosterona ——> Androstenediona’

17B-hidroxiesteroide
Testosteronadeshidrogenasa
| Torrente sanguineo |

[ Membrana basal ]
Estrona < — Androstenediona
> Aromatasa ‘l’ 17g-hidroxiesteroide
17B-Estradiol D — Testosterona deshidrogenasa
ATP
1
_ oo AMPc ::l
R
Fluido folicular Tor CELULA DE LA GRANULOSA

Figura 5. Esquema que muestra el efecto de las gonadotropinas sobre la biosintesis de
hormonas esteroides en las células del foliculo (Tomado y modificado de Gore-Langton y
Armstrong, 1994).
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ETAPAS DEL DESARROLLO POSTNATAL DE LA RATA

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias (5 meses)
de gestacion humana. El desarrollo de los mecanismos que participan en la
regulacion de la pubertad se producen en un lapso de cinco semanas y en ese tiempo
el peso corporal aumenta 15 veces y la longitud del cuerpo tres veces (Bectl-

Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Tomando en consideracion parametros morfologicos y fisioldgicos
relacionados con los diferentes componentes del eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas,
Ojeda y colaboradores (1980) han propuesto una clasificacion de las etapas del
desarrollo postnatal de la rata hembra, que abarca desde el nacimiento hasta la

apertura vaginal.

Con base en su propuesta el desarrollo preptiberal de la rata hembra se divide

en cuatro etapas:

Etapa Neonatal: Esta etapa abarca desde el nacimiento hasta el dia 7 de vida
y se caracteriza por la insensibilidad del ovario a las gonadotropinas (Peter, 1970).
El crecimiento folicular se inicia de forma independiente a las gonadotropinas. La
FSH estimula la sintesis de aromatasas y por ello la produccion de estradiol a partir
de la testosterona. La retroalimentacion del estradiol no se establece claramente
debido a la elevada concentracion plasmatica de la a-feto proteina, que se une

fuertemente a los estrogenos tornandolos bioldégicamente inactivos (Raynaud, 1973).

La concentracion de FSH empieza a aumentar y la de LH sérica se mantiene
igual (Dohler y Wuttke, 1974). Al final de esta etapa se hace evidente la respuesta
esteroidogénica del ovario a las gonadotropinas, debido a que entre el cuarto y
quinto dia comienzan a formarse los receptores de la FSH y dos dias mas tarde los

de la LH (Lamprecht y col., 1976; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).
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La concentracion de prolactina es baja desde el nacimiento. La prolactina es
un factor luteotroéfico importante, capaz de mantener altas concentraciones de
receptores ovaricos a LH previamente inducidos por la FSH, también se ha descrito
que tiene accién a nivel hipotalamico aumentando la tasa de recambio de dopamina

(Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Etapa Infantil: Esta etapa abarca del dia 8 al 21 de vida. Esta caracterizada
por el aumento en la concentracion de FSH, que alcanza su maxima concentracion a
los 12 dias de edad y declina gradualmente a partir del dia 15, y por la presencia de
elevaciones esporadicas de la concentracion de la LH especialmente en las horas de
la tarde. A medida que finaliza la etapa las elevaciones esporadicas dejan de
producirse y la concentracion tiende a disminuir (Dohler y Wuttke, 1974;
Mackinnon y col., 1976; Wuttke y col., 1980). El aumento en la FSH estimula el
crecimiento de los foliculos que van a llegar a ovular en la pubertad (Ojeda y col.,

1980; Hage y col., 1978).

Etapa juvenil: Esta etapa abarca de los 22 a los 32 dias de vida. A partir de
esta etapa la concentracion de FSH ha disminuido sensiblemente y en su comienzo
las concentraciones de LH son bajas y constantes. A nivel ovarico se observa un
aumento en el nimero de receptores a LH (Smith-White y Ojeda, 1981) que junto
con el patron de secrecion pulsatil de la LH se traduce en una mayor
esteroidogénesis. Hacia el final del periodo la concentracién basal de LH es mayor
que en las etapas anteriores asi como la amplitud de los pulsos que se producen
durante la tarde, lo que establece un ritmo de secrecion circadiano (Andrew y Ojeda,
1981; Meijs-Roelofs y col., 1983; Urbanski y Ojeda, 1983). Este hecho parece estar
dirigido por el hipotdlamo y no por los esteroides circulantes. El aumento gradual
de la concentracion de prolactina y la hormona de crecimiento (GH) facilita la

accion estimuladora de las gonadotropinas (Ojeda y col., 1986).
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Etapa Peripuberal: Esta etapa inicia en el dia 33 de vida y culmina con la
primera ovulacion. En esta etapa se establece clara y regularmente el ritmo
circadiano de LH, aumenta la frecuencia de sus pulsos de secrecion lo que estimula
el aumento en la produccion de estradiol por parte de los ovarios. En el ovario se
observa un numero maximo de receptores para FSH y LH, lo que se traduce en una

maxima respuesta esteroidogénica de la génada (Ojeda y Urbanski, 1988).

En esta etapa las concentraciones de estradiol, progesterona y testosterona
son mayores que en las etapas anteriores. Las concentraciones elevadas de los
esteroides estimulan la liberacién de GnRH por parte del hipotdlamo la cual actiia
sobre la adenohipoéfisis y estimula la liberacion de FSH y LH, los que ejercen su
funcion sobre el ovario que resulta en la primera ovulacion (Becu-Villalobos y

Lacau-Mengido, 1990).
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LA PUBERTAD EN LA RATA

La pubertad se define como la etapa biolodgica en la que el individuo pasa de
la inmadurez a la madurez sexual (Ramirez, 1973; Ramaley, 1980). En esta etapa se
produce la maduracidén anatomica y fisioldgica del eje hipotdlamo-hipofisis-gdnada.
El inicio de la pubertad depende de la informacién genética particular de cada
individuo y de factores externos como la nutricidn, el estimulo social, el fotoperiodo
la temperatura ambiental y las feromonas (Ramirez, 1973; Ojeda y Urbanski, 1994;

Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Dependiendo de la especie, en la rata hembra desde el nacimiento hasta
alcanzar la pubertad transcurren entre 35 y 40 dias. El signo exterior que sefiala el
comienzo de la funcion reproductora es la apertura vaginal, la cual ocurre el dia
posterior a las elevaciones bruscas en la concentracion de gonadotropinas y el frotis
vaginal muestra células cornificadas tipicas del primer estro (Becu-Villalobos y

Lacau-Mengido, 1990).

Conforme el animal se acerca a la pubertad se producen una serie de cambios
a nivel del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario. Por parte del hipotdlamo se incrementa
la secrecion de la GnRH, que estimula la secrecion de LH y FSH por la hipdéfisis lo
que da como resultado final un aumento en la secrecion de estrogenos por parte de

los ovarios (Foster y Ebling, 1999).

Segun Ojeda y Urbansky (1994) la serie de eventos que culmina con la
apertura vaginal y la primera ovulacion se caracteriza por cambios morfologicos y
fisiologicos en el tutero, los ovarios y la vagina que son indicativos de que esta por

iniciarse la pubertad. La etapa puberal se divide en las siguientes fases:
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Anaestro: Corresponde a la fase en la cual hay un incremento en el niumero
de receptores a LH. En esta fase los animales tienen 30-32 dias de edad, el
utero es pequefio con un peso menor a 100 mg y no contiene fluido

intrauterino. La vagina se mantiene cerrada.

Proestro temprano: Los animales presentan un utero grande con un peso
entre 120-190 mg lo cual se debe a la presencia de liquido intrauterino, la

vagina ain se mantiene cerrada.

Proestro tardio: Esta fase corresponde al dia del primer proestro. Los
animales presentan un utero balonado, es decir con bastante fluido
intrauterino lo que hace que éste drgano alcance el peso méximo mayor a 200
mg. En los ovarios se observan foliculos preovulatorios. En la tarde de ese
dia se observa la méxima concentracion de estrogenos, lo que estimula la
secrecion de GnRH, y por ende el pico preovulatorio de las gonadotropinas
las cuales estimulan la maduracion final de los foliculos y la ovulacion. La

vagina ain permanece cerrada.

Estro: El utero es pequeiio y no presenta fluido. Se presenta el dia de la
primera ovulacion, por lo cual se encuentran cuerpos luteos recién formados,

la vagina se abre y en la citologia vaginal se observan células cornificadas.
Primer diestro: Esta fase de la pubertad se caracteriza por la presencia de

cuerpos luteos maduros en los ovarios, ademas en la citologia vaginal

predominan los leucocitos.
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INERVACION OVARICA

INERVACION EXTRINSECA DEL OVARIO

El ovario posee tanto inervacion intrinseca como extrinseca. La inervacion
intrinseca se conforma de ganglios, algunos de los cuales son catecolaminérgicos
(Dees y col., 1995; D’ Albora y col., 2002). La inervacidn extrinseca del ovario esta
conformada por fibras simpdticas, parasimpaticas y sensoriales derivadas de
neuronas que se encuentran en el sistema nervioso periférico y hacen multisinapsis
con el SNC (Burden y col., 1983; Gerendai y col., 1998; Klein y Burden, 1988). Las
fibras nerviosas que llegan al ovario inervan los diferentes compartimentos ovaricos
incluyendo vasos sanguineos, glandula intersticial y foliculos en crecimiento
(Owman y col., 1992; Dissen y Ojeda 1999). La inervaciéon ovdrica simpdatica
proviene de los ganglios celiaco y mesentérico y de los nervios esplacnicos lumbares
(Dissen y Ojeda, 1999). La inervacidon simpdtica llega al ovario por medio de el

nervio ovarico superior (NOS) y del plexo ovarico (PO).

NERVIO OVARICO SUPERIOR

El nervio ovarico superior (NOS) se origina en el ganglio celiaco mesentérico
superior y esta asociado con el ligamento suspensorio. Sus fibras penetran al ovario
por medio del hilio, inervan la gldndula intersticial y células de la teca interna. El
NOS posee wuna cubierta de peritoneo y aproximadamente 200 axones no
mielinizados embebidos en una fina matriz de tejido conectivo. Los axones
mielinizados son mdas frecuentes en el plexo ovarico que en los nervios del

ligamento suspensorio (Burden, 1978; Lawrence y Burden 1980) (Figura 6).
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En el NOS hay fibras de naturaleza noradrenérgica, vipérgicas y otras que
liberan el neuropéptido Y (NPY). Estos neurotransmisores participan en la

regulacion de la sintesis de las hormonas esteroides ovaricas.

Las fibras que contienen VIP se distribuyen en el tejido intersticial del ovario
de la rata y se encuentran asociadas con las células de la teca y con los foliculos en
desarrollo (Davoren y Hsueh, 1985; Dees y col., 1986). En células de la granulosa
de ovarios de ratas fetales o neonatales, el VIP estimula la actividad de las
aromatasas lo que resulta en una mayor sintesis de estradiol (Ahmed y col., 1986).
Debido a que en los primeros cuatro dias de vida, el ovario no presenta receptores a
gonadotropinas, se ha propuesto que el VIP podria ser uno de los factores que inicia
la diferenciacion de los foliculos (George y Ojeda, 1987). El NPY estimula la

liberacién de Noradrenalina (Ferruz y col., 1992)

La noradrenalina (NA) modula el efecto estimulatorio de las gonadotropinas
sobre la secrecion de esteroides (Aguado y col., 1982; Hsueh y col., 1984; Ojeda y
Lara, 1989). Las catecolaminas estimulan la esteroidogénesis ovarica via la
activacion de los receptores f— adrenérgicos, lo que se traduce en una mayor sintesis
de progesterona por parte de las células de la granulosa y luteales (Adashi y Hsueh,
1981; Weiss, y col., 1982; Aguado y Ojeda, 1984), y a su vez en una mayor

secrecion de andrégenos por parte de las células de la teca.

PLEXO OVARICO

El plexo ovarico viaja a lo largo de la arteria ovarica (Dissen y Ojeda, 1999) y
estd formado por una red de fibras nerviosas que revisten la arteria y la vena ovarica,
inerva el oviducto, al ligamento ancho uterino y al ovario. Las fibras que inervan al
ovario se originan a nivel de la médula a partir del segmento T10, mientras que las

que inervan a los oviductos corresponden a T11-T12 y L1 (Lawrence y Burden,
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R  ———
1980). El plexo ovarico recibe fibras nerviosas proveniente de la parte pélvica del

plexo hipogastrico y de las fibras preganglionares de los nervios sacros S3-S4
(Burden, 1978) (Figura 6).

Las fibras del PO tienen una distribucion predominantemente perivascular y
se encuentran mas relacionadas con el flujo sanguineo (Lawrence y Burden, 1980;
Burden, 1985). En este nervio hay fibras con sustancia P (SP) que es un

neurotransmisor clasico de las fibras sensitivas (Garraza y col., 2004).
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Figura 6. Esquema que muestra la inervacion extrinseca del ovario conformada por nervio

ovarico superior y el plexo ovéarico.(Modificado de Lawrence y Burden 1980).
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INERVACION INTRINSECA

En varias especies de animales, incluido el humano, se ha mostrado la
presencia de neuronas ovaricas intrinsecas. La primera demostracion fue en monos
reshus y macaco japones (Dees y col., 1992,1995; Anesetti y col., 2001; D"Albora y
col., 2000,2002;).

En el ovario de la rata se ha identificado un componente neural intrinseco en
forma de ganglios bien desarrollados localizados en el mesoovario y en el hilio.
También se han observado neuronas en la corteza y médula pero de una forma
dispersa, aunque se pueden presentar algunos ganglios. En los ganglios
mesoovaricos los cuerpos neuronales son esféricos y multipolares, forman agregados
pequeiios y paquetes de fibras nerviosas. En el hilio y la médula, se pueden observar
ganglios bien definidos parecidos a cadenas asociados a vasos sanguineos que
corren a lo largo del tejido conectivo. Los ganglios que se encuentran en la corteza
presentan células redondas, pequefias, con pocas dendritas, con arreglo polar y
algunas veces, neuronas de forma irregular. También pueden observarse algunas

neuronas en el tejido intersticial que rodea a los foliculos (D”Albora y col., 2000).

En la rata, la presencia de neuronas intraovaricas parece depender de la cepa y
de la edad. El grupo de D’ Albora identificé neuronas en el ovario de ratas de la cepa
Wistar, pero no en la cepa Sprague-Dawley o Long-Evans. El nimero de neuronas
disminuye conforme avanza la edad del animal. Estas neuronas son de naturaleza
catecolaminérgica y por tanto podrian estimular la esteroidogénesis en conjunto con

la inervacidn simpdtica extrinseca (D" Albora y col., 2000, 2002).
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INERVACION SENSORIAL

El ovario recibe inervacion sensorial y en menor cantidad fibras de naturaleza
parasimpatica. Las fibras sensoriales que se localizan en el ovario, se originan en lo
segmentos T9-T11 y L2-L.4 de la médula espinal y arriba al 6rgano por el plexo
ovarico. La inervacion parasimpatica que recibe el ovario proviene del nervio vago
y de los niveles S2-S4 de la médula espinal, via plexo hipogéstrico, aunque éste
ultimo no se ha descrito que exista en la rata (Burden 1978). Con el uso de técnicas
de trazadores retrogrados se ha podido mostrar que el soma de las neuronas de los
nervios que inervan al ovario y que provienen del nervio vago, se localizan en el
ganglio nodoso y en las células ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos T10
a L12, lo que permite sugerir que parte de los nervios ovaricos, especialmente los

parasimpéaticos son de naturaleza sensorial (Burden, 1985).
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PARTICIPACION DE LA INERVACION SIMPATICA EN LA
REGULACION DE LAS FUNCIONES OVARICAS

Se ha postulado que la NA y el VIP regulan la sintesis de los receptores a
FSH y LH (Mayerhofer y col., 1997). Segun Dissen y Ojeda (1999) la distribucion
inicial de las fibras nerviosas hace pensar en una relacion estrecha entre la presencia

de las mismas y el inicio de la foliculogénesis

Las fibras VIPérgicas se distribuyen en la glandula intersticial del ovario de
rata y estan asociadas con las células de la teca y el foliculo en desarrollo (Dees y
col., 1986). El VIP estimula el crecimiento de la poblacién de células inmaduras
debido a la presencia de receptores peptidérgicos en la célula (George y Ojeda,

1987).

En el ovario de la rata recién nacida los primeros foliculos que se forman
carecen de receptores a gonadotropinas, razoén por la cual se ha propuesto que el
inicio de la foliculogénesis es mediado por la inervacion que llega al ovario,
aseveracion apoyada por la presencia de fibras inmunoreactivas a la tiroxina-
hidroxilasa (TH) (por lo que se presume que son de naturaleza catecolaminérgica)
que inervan al ovario a partir del dia 19 de vida prenatal (Malamed y col., 1992).
Ademds se ha encontrado que los mecanismos intracelulares que median las
acciones de las gonadotropinas en sus cé€lulas blanco, son funcionales antes de que la
gbénada adquiera la capacidad de responder a la LH o FSH (Mayerhofer y col.,
1997).
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EFECTO DE LA DENERVACION SIMPATICA SOBRE LAS FUNCIONES
OVARICAS

A partir de los resultados de diversos estudios se sugiere que la inervacion
simpatica participa en la regulacion de la ovulacion, el desarrollo folicular y la
esteroidogénesis ovarica (Lawrence y Burden, 1980; Aguado y Ojeda, 1984a,b;
Morales y col., 1993; De Bortoli y col., 1998, 2000; Moréan y col., 2000; Sosa y
col., 2000,2004; Delgado y col., 2004, 2006).

En la rata adulta la seccion bilateral del NOS, provoca la disminucion de 50%
en el contenido de noradrenalina ovéarica (Lawrence y Burden, 1980). Un resultado
semejante se observa cuando la seccion del nervio se realiza en la rata prepuber,
donde la caida de la amina es del 60%, acompafiada por un incremento en el numero
de receptores P-adrenérgicos y un descenso agudo de la concentracion de
progesterona, sin que se observen modificaciones en el inicio de la pubertad y la

primera ovulacion (Aguado y Ojeda 1984a).

Aguado y Ojeda (1984b) mostraron en ratas adultas que la seccion bilateral
del NOS realizada en la mafiana del proestro, resulta en un descenso de la
concentracion de progesterona y estrogenos minutos después de la seccion. Esta
disminucién se acompafia de una caida en la concentracion de NA ovarica. Estos
resultados han sido interpretados como que el NOS facilita la secrecion de esteroides

por el ovario.
La estimulacion eléctrica del NOS resulta en el aumento del contenido de

progesterona, lo cual se puede revertir por la administracién de fentolamina un

antagonista de los receptor alfa-adrenérgicos (Weiss y col.,1982).
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En la rata prepuber la secciéon del NOS izquierdo resulta en una menor
concentraciéon de noradrenalina en ambos ovarios, la cual incluso llega a no ser
detectable en el ovario denervado. Con la seccion del NOS derecho, Ia
concentracion de noradrenalina disminuy6 s6lo en la gébnada desnervada, mientras
que con la seccion bilateral disminuyd en ambos ovarios (Chavez y col., 1994;

Morales, 1996).

En ratas adultas la seccion derecha o bilateral del NOS reduce la tasa
ovulatoria y el nimero de ovocitos liberados por el ovario denervado. A partir de
estos resultados, los autores sugieren que la inervacion que llega al ovario a través
del NOS modula la ovulacion espontanea y que ademas la actividad de éste nervio

es lateralizada (Chéavez y col., 1991).

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que tanto en la rata adulta
como en la prepuber la seccion bilateral del NOS no modifica la cuota ovulatoria
espontanea (Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993). Cuando se realiza la seccion
unilateral del nervio, la génada denervada libera un nimero menor de ovocitos. Este
tipo de seccion realizada en la rata prepuber provoca que en la gonada intacta se
presente una respuesta compensadora semejante a lo que ocurre en el animal

hemicastrado (Morales y col., 1993).

La seccién bilateral del NOS a los cuatro dias de edad (etapa neonatal),
resulta en el retraso de la edad de apertura vaginal y del primer estro vaginal, lo que
se puede explicar por la disminucién en la concentracion de estradiol. Cuando los
animales son sacrificados a los 30, 35 6 60 dias de edad no hay cambios en las
concentraciones séricas de LH, mientras que las de FSH disminuyen de manera
significativa. Los autores postulan que durante la etapa neonatal la informacion que
transcurre por el NOS es fundamental para que se de la regulacion de la funcidon

ovarica en el animal adulto (Forneris y Aguado, 2002).
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Estudios recientes muestran que existe una conexion neural entre el sistema
nervioso central y el ovario que contribuye a la regulacion de las funciones de la
goénada. En estudios in vitro, De Bortoli y colaboradores (2000) mostraron que en el
dia del diestro 2 la estimulacién adrenérgica central llega al ovario por el NOS,
estimulando la secrecion de progesterona y androstenediona de manera asimétrica y
que la inyeccion intracerebroventricular de NA tiene un efecto inhibitorio en la

liberacion in vitro de progesterona y androstenediona.

Diversos estudios muestran la existencia de la comunicacién neural entre el
ovario y varios centros del SNC, a través de los ganglios simpaticos (Gerendai y

col., 1998; Sosa y col., 2000, 2004; Delgado y col., 2004, 2006).

Estudios de Gerendai y colaboradores (1998) utilizando la técnica de
trazadores virales, mostraron la primer evidencia morfologica de la existencia de una

comunicacion neural entre el ovario y ganglios simpaticos.

Estudios realizados por el grupo de Sosa y colaboradores (2000, 2004)
mostraron que la estimulacion in vitro del ganglio celiaco con agentes colinérgicos y
adrenérgicos estimulan la liberacion de progesterona por parte del ovario izquierdo y
que los resultados varian dependiendo del dia del ciclo estral en el que se obtienen

los ovarios.

La estimulacion in vitro del ganglio celiaco con agentes colinérgicos 0
adrenérgicos modifican la liberacidon de esteroides ovaricos en la rata prepuber por la
accion del oxido nitrico (ON), el cual es un neurotransmisor que se localiza en el
ovario y junto con la inervacidon simpatica regulan la esteroidogénesis ovarica de la

rata prepuber (Brann y col., 1997; Motta y col., 2001; Delgado y col., 2004, 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de las evidencias descritas se desprende que la informacion neural
que transcurre por el nervio ovarico superior modula de manera estimulatoria la

esteroidogénesis ovarica.

En el modelo de la rata adulta se ha postulado que el nervio ovarico superior
modula de manera diferencial la esteroidogénesis ovdrica. Sin embargo se
desconoce los efectos inmediatos que provoca la denervacion en la rata prepuber,

sobre la esteroidogénesis.

Por lo que en el presente trabajo se utiliz6 a la rata juvenil como modelo de
estudio y se evaluaron los efectos agudos de la seccion uni o bilateral del nervio
ovarico superior sobre la secrecion de progesterona, testosterona, 17 B-estradiol, el

inicio de la pubertad y la ovulacion espontanea.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

La inervacion simpdtica aportada por el nervio ovarico superior modula de
manera estimulante la secrecion de hormonas esteroides por parte del ovario, por lo
que la eliminacidn unilateral o bilateral del nervio, producira decremento agudo en

las concentraciones séricas de las hormonas esteroides.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto agudo de la seccidon del nervio ovarico superior sobre la respuesta

esteroidogénica del ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar los efectos de la seccion unilateral o bilateral del Nervio Ovarico
Superior, realizada al final de la etapa juvenil, sobre el inicio de la pubertad y

la ovulacion esponténea.

2. Estudiar el efecto agudo de la seccion unilateral o bilateral del Nervio
Ovdérico Superior, realizada al final de la etapa juvenil, sobre la concentracion

de progesterona, testosterona y 17-f3 estradiol.
3. Estudiar el efecto agudo de la seccion unilateral o bilateral del Nervio

Ovdérico Superior, realizada al final de la etapa juvenil, sobre las variaciones

del peso de los ovarios y el utero.
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MATERIALES ¥ METODOS

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras prepuberes de la cepa CIIZ-V mantenidas bajo
condiciones controladas de iluminacién, 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad
(luces encendidas de 05:00 a 19:00 h.) y temperatura de 22 £ 2 °C. En todos los
casos se siguio lo establecido por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para el uso

de Animales de Experimentacion.

Al nacimiento los animales fueron distribuidos en grupos de cinco hembras y un
macho por caja, con libre acceso a la madre hasta el momento del destete (21 dias),
y con agua y alimento ad libitum. A los 32 dias de edad las hembras fueron

asignadas al azar a uno de los siguientes grupos experimentales:
& Grupos con operaciéon simulada (OS)
Hembras de 32 dias de edad fueron anestesiadas con éter etilico, se les realizd

una incision lateral de 1 cm que abarco piel y muasculo (Laparotomia), sin tocar

organos internos. Terminada la laparotomia se sutur6 la herida.

& Grupos con seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior (SNO)

Como en el caso anterior y una vez realizada la incision de piel y musculo se
exteriorizé el ovario, se identifico el ligamento suspensorio y se secciono el Nervio
Ovarico Superior Izquierdo (SNOI) o Derecho (SNOD). El ovario se regreso de

nuevo a la cavidad abdominal y se sutur6 la herida.
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MATERIALES ¥ METODOS

&% Grupo con seccion bilateral del Nervio Ovarico Superior (SBNO)
En este caso se seccionaron el nervio ovarico superior izquierdo y derecho de la

misma manera que en los grupos experimentales anteriores.

&% Grupo Testigo Absoluto (TA)
Consistio de animales intactos que fueron sacrificados a los mismos tiempos que
los grupos experimentales (30°, 1, 5, 48 6 72 h post-cirugia o al presentar el primer

estro vaginal).

Procedimiento de la autopsia

Los animales fueron pesados y sacrificados por decapitacion a los 30°, 1, 5,48 6 72
h posteriores a la denervacioén y un grupo mas se sacrificd en la manana del dia del

primer estro vaginal

Se colectd la sangre del tronco, que se mantuvo a temperatura ambiente
durante 30’ y se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min. Se separ6 el suero del boton
celular, se deposito en tubos eppendorf'y se almacenaron a -20 °C hasta el momento

en que se realizé la cuantificacion de progesterona, testosterona y 17 B-estradiol.

En los animales con seccion uni o bilateral del nervio ovarico superior (NOS)
se verificd que el ovario unido al Gtero se encontrara libre en la cavidad abdominal.
Se disecaron los oviductos y se busco la presencia de ovocitos, los cuales fueron
contados con la ayuda de un microscopio estereoscopico, siguiendo la metodologia
habitual del laboratorio (Morales y col, 1993). Se disecaron y pesaron los ovarios y

el utero.
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MATERIALES ¥ METODOS

Cuantificacion de hormonas esteroides

Las concentraciones de progesterona, testosterona y 17 B-estradiol fueron
cuantificadas por radioinmunoandlisis (RIA) de fase sélida, mediante reactivos
comerciales (Coat-A-Count). En tubos de polipropileno (que ya contienen el

12%) " se adicion6 la

anticuerpo especifico: anti-progesterona-I'>> o anti-estradiol-I
muestra problema (100 pl de suero) y un ml de hormona radioactiva (I'**). Para
facilitar la reaccion, se agitd la mezcla en un vortex durante un minuto y se incubo
tres horas a temperatura ambiente, se decantd la muestra, se removid el exceso de
liquido y se determino la concentracion de hormona en la muestra problema con la

ayuda de un contador de rayos gama modelo Cobra 5005, Pckard™, en funcion de

las cuentas por minuto y de una curva de calibracion.
La cuantificaciéon de hormonas se realizd en el laboratorio de Hormonas

Esteroides del Departamento de Biologia de la Reproduccién del Instituto Nacional

de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zuriban™.
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MATERIALES ¥ METODOS

Analisis Estadistico

Los resultados del nimero de ovocitos liberados, la edad de apertura vaginal
y del primer estro se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por U de
Mann-Whitney. El peso de los ovarios, el tutero y las concentraciones de
progesterona, testosterona y estradiol fueron sometidos a un Analisis de Varianza
Multifactorial (ANDEVA) seguido de la prueba Tukey. Cuando se compararon dos
grupos experimentales, se utilizd la prueba de “’t”’ de Student. La tasa ovulatoria,
definida como el nimero de animales ovulantes/numero total de animales, se analizo

por las pruebas de probabilidad exacta de Fisher o de J i%.

En todos los casos se consider6 como estadisticamente significativas aquellas

diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 0.05.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Efectos de la laparotomia unilateral o bilateral sobre el

inicio de la pubertad y las funciones ovaricas

Inicio de la Pubertad

En comparacién con su grupo testigo, la operacion simulada unilateral o

bilateral no modifico el peso corporal de los animales sacrificados al primer estro

vaginal, pero se observd un retraso significativo en la edad de apertura vaginal

(inicio de la pubertad). Los animales con operacion simulada tardaron el mismo

tiempo para presentar el primer estro que los animales testigo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Media + e.e.m del peso corporal, edad de la apertura vaginal (EAV) y del primer
estro vaginal (PEV) de los grupos testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda
(OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del

primer estro vaginal.

Peso Corporal
(gramos)

105.4£2.5

33.6+0.3

1.42+0.4

101.0+£3.5

37.24+0.64

0.8+0.5

110.9£3.2

38.0+£0.84

2.2+0.8

105.2+3.8

35.6+0.64

1.3+0.58

a , . o . o7 .
Representa los dias transcurridos entre la apertura vaginal y la aparicion del primer estro

& p<0.05 vs. TA (Prueba de Kruskal Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

Respuesta Ovulatoria

La operacion simulada unilateral o bilateral, no modificé la proporcion de
animales que ovularon espontdneamente en el dia del primer estro vaginal, ni el

numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho (Cuadro 2).

Cuadro 2. Proporciéon de animales ovulantes de los grupos testigo absoluto (TA), con
operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB), realizada a los 32 dias
de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal

Proporcion de animales Numero de ovocitos
ovulantes por ovario liberados por ovario
Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho

14/18 12/18 4.3+0.5 5.0+0.6

8/10 7/10 5.1£1.0 4.7+0.5
8/10 8/10 4.1£0.7 4.8+0.4
7/9 7/9 4.1+0.6 4.5+0.5

Hormonas Esteroides

En comparacion con el grupo testigo, en los animales con operacion simulada
bilateral la concentracion de progesterona fue significativamente menor, mientras
que la de testosterona fue menor en animales a los que se les realizo una operacion
simulada izquierda o bilateral. En los animales con laparotomia unilateral
sacrificados en el dia del primer estro vaginal, la concentracion de 17-f estradiol

fue menor (Figura 7).

39



RESULTADOS

Figura 7. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, testosterona y estradiol
de los grupos testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), realizada a los 32 dias de edad y autopsiados el dia del primer estro vaginal.

Progesterona

OSB

Testosterona

*
. :

OSI OSD OSB

Estradiol

# %
osI

OSD

* p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 2

Efectos agudos de la laparotomia unilateral o bilateral sobre
la masa ovarica y el atero.

Masa ovarica

En comparacién con el grupo testigo, la masa ovarica del grupo con
operacion simulada bilateral fue menor en los animales sacrificados 5 horas
después de la operacion, en tanto que 48 horas después de haber realizado la misma
operacion se presentd un aumento significativo de la masa ovéarica. Al inicio de la

pubertad este parametro no se modifico (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la masa ovarica de
los grupos testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB) realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30, 1, 5, 48, 72 h post-
cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

307 1h 5h 48 h 72h PEV
MASA OVARICA

23.8+2.0 | 23.842.0 22.3+£2.0 22.4+1.1 22.9+£2.0 28.2+1.2

19.9+0.4 | 21.3£0.6 | 22.02+1.0 | 25.0+1.3 18.9+1.0 27.6£1.3

22.6+x1.0 | 20.9+1.2 22.2+1.1 21.5+1.4 19.0+0.7 26.5£1.2

242+1.2 | 20.4+0.8 | 16.840.6 % | 26.4+1.64 | 20.0+0.6 28.2+1.2

& p<0.05 vs. TA (Prueba “t” Student).
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RESULTADOS

Utero

La operacion simulada derecha resultd en un menor peso del utero, cuando
los animales fueron sacrificados 48 horas después de la operacion, efecto contrario
se observo con la operacion simulada izquierda 72 horas post-operacion en donde el

peso del utero fue mayor (Cuadro 5).

Cuadro 4. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del utero de los grupos
testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral
(OSB) realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30", 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o al
primer estro vaginal (PEV).

67.1£4.7

67.1+4.7

71.9+4.1

79.8+7.9

76.7+1.4

136+6.3

63.9+7.7

66.4+7.1

67.9+6.3

81.4£5.1

135.148.3 &

133.4£5.0

64.2+2.8

74.6+8.7

77.3+£7.2

50.44+3.7 %

67.1+11.3

118.7+6.7

63.9+4.8

61.1+6.0

66.6+5.4

& p<0.05 vs. TA (Prueba “t” Student).

87.3+£8.0

85.9+£5.9

144.4£5.6

42



RESULTADOS

EXPERIMENTO 3

Efectos agudos de la laparotomia unilateral o bilateral sobre

la concentracion de hormonas esteroides

PROGESTERONA (Figura 8)

En comparacion con el grupo testigo la operacion simulada izquierda,
resultdé en una mayor concentracion de la hormona en los animales sacrificados a los
30 minutos; a las 5 6 72 horas post-cirugia la concentracion de la hormona fue
menor. En los animales con operacion simulada derecha, la concentracion de
progesterona fue mayor en los animales sacrificados 30 minutos o una hora después
de la operacion, efecto inverso al que se observo cuando fueron sacrificados 5 6 72

horas post-cirugia.

Comparado con los animales sin tratamiento, la operacion simulada
bilateral resultd en una mayor concentracion de progesterona en los animales
sacrificados 30 minutos, 1 6 48 horas después de la cirugia, mientras que a las 5 6
72 horas post-cirugia y al primer estro vaginal la concentracion de la hormona fue

menor.
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RESULTADOS

Figura 8. Media £+ e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona de los grupos testigo
absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB)
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30°, 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o al primer

estro vaginal (PEV).

Progesterona

* p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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RESULTADOS

TESTOSTERONA (Figura 9)

En comparacion con el grupo testigo en los animales con operacion
simulada izquierda la concentraciéon de la hormona fue mayor en las ratas
sacrificadas 30 minutos, 1, 48 6 72 horas después de la cirugia, mientras que a las 5
horas o en el dia del primer estro vaginal la concentracidon de la hormona fue menor.

La operacion simulada derecha resulté en una mayor concentracioén sérica
en los animales sacrificados 30 minutos, 1 ¢ 72 horas después de la operacion,

mientras que a las 5 horas la concentracion de la hormona fue menor.

Comparado con los animales sin tratamiento, la concentracion de testosterona
fue mayor en los animales con operacion simulada bilateral sacrificados a los 30
minutos, 1 6 72 horas después de la cirugia, mientras que a las 5 horas y al inicio de

la pubertad la concentracion de la hormona fue menor.

A los 30 minutos la concentracion de la hormona fue mayor en los animales
con operacion simulada izquierda que en los tratados del lado derecho o de ambos
lados (OSI 130.16£13.3 vs. OSD 74.94+11.7, OSB 59.39+11.13 p<0.05). Sin
embargo, 1 hora después de la operacion simulada derecha la concentracion de la
hormona fue mayor que en los tratados del lado izquierdo o de ambos lados (OSD

113.64+9.33 vs. OSI 56.88+6.8; OSB 67.67+7.4 p<0.05).

En los animales con operacion simulada izquierda el aumento en la
concentraciéon de testosterona se observd a las 48 horas, mientras que en los
animales con operacion simulada bilateral o derecha el aumento se present6 a las

72 horas.
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RESULTADOS

Figura 9. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona de los grupos testigo
absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB)
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30°, 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o al primer

estro vaginal (PEV).

Testosterona

* p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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RESULTADOS

ESTRADIOL (Figura 10)

En comparacion con el grupo testigo la concentracion de estradiol fue menor
en los animales con operacion simulada unilateral o bilateral sacrificados 30
minutos, 48 horas y en el dia del primer estro vaginal. En los animales sacrificados

una o 72 horas después de la cirugia, la concentracion de la hormona fue mayor.

En los animales con operacion simulada izquierda sacrificados una hora
después del tratamiento la concentracion de estradiol fue mayor que en el grupo con
operacion simulada derecha o bilateral (OSI 50.1+£2.1 vs. OSD 34.2+£2.6; OSB
29.1£1.6 p<0.05).
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RESULTADOS

Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol de los grupos testigo absoluto
(TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB) realizada a los
32 dias de edad y sacrificados a los 30°, 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o al primer estro vaginal
(PEV).

Estradiol

48

* p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

48



RESULTADOS

EXPERIMENTO 4

Efectos de la seccién unilateral o bilateral del nervio ovarico superior

sobre el inicio de la pubertad y las funciones ovaricas

Dado que la operacion simulada modifico el inicio de la pubertad y las
concentraciones de hormonas esteroides, las comparaciones de los grupos con
seccion del nervio ovdrico superior se realizaron con sus respectivos grupos de

operacion simulada.

Inicio de la Pubertad

En comparacidon con sus respectivas operaciones simuladas la seccion del
NOS izquierdo resultdé en un mayor peso corporal de los animales y retraso de la
edad de apertura vaginal (inicio de la pubertad). La secciéon del NOS derecho no
modificd estos parametros, mientras que la seccion bilateral retraso el inicio de la

pubertad, mas no la del primer estro vaginal (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media = e.e.m del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de los grupos con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD),
bilateral (OSB) o con seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SBNO), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Peso
Corporal
(gramos)
101.0+£3.5 37.2+0.6
113.0+£3.7 39.8+1.0 &

EAV
(dias)

110.0+£3.2 38+0.8
107.3£3.5 38.5+0.6

105.2+3.8 35.6+0.6
98.3+1.9 38.3+0.5 &

a , . . . o7 .
Representa los dias transcurridos entre la apertura vaginal y la aparicion del primer estro

& p<(0.05 vs. su respectiva operacion simulada (Prueba “t” Student).
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RESULTADOS

Respuesta Ovulatoria

La seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior no modifico la
proporcion de animales que ovularon espontdneamente en el dia del primer estro
vaginal.

Cuando se realiz6 la seccion del nervio ovarico superior derecho, el niumero
de ovocitos liberados al primer estro vaginal por el ovario denervado, fue
significativamente menor en comparacion con su ovario izquierdo y con el ovario
derecho de la operacion simulada derecha (Figura 11).

Figura 11. Porcentaje de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados, de los grupos
con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con seccion del
nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO), realizada a los
32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Porcentaje de animales ovulantes

OSI SNOI OSD SNOD OSB SBNO

Niumero de ovocitos liberados

[T

OSI SNOI OSD SNOD OSB SBNO

—_
o
|

Qo
I

No. de ovocitos
> @)

N
I

o

[] Owvario Izquierdo [I] Owvario Derecho

e p<0.05 vs. Ovario derecho de la OSD y su Ovario Izquierdo (Prueba de U de Mann
Whitney).
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RESULTADOS

Pesos de los ovarios vy el iitero

En comparacion con su ovario izquierdo, los animales con seccidon unilateral
del nervio ovérico superior el peso del ovario derecho fue menor. En comparacién
con su operacion simulada, el peso del utero fue mayor en los animales con seccidon

del nervio ovérico superior derecho (Cuadro 7).

Cuadro 7. Media +e.e.m del peso relativo (mg/100mg de peso corporal) de los ovarios y utero,
de los grupos con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con
seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO),
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Ovarios

I'Jtero

Izquierdo Derecho

13.68+0.4 13.58+0.9 133.445.0
16.63+0.6® 13.35+0.6% 136.8+7.3
13.43+0.8 12.93+0.6 118.7+6.7
15.54+0.8 12.49+0.6% 145.0+£5.7m
15.03+0.9 13.51+0.6 144.4£5.6
15.96+0.8 14.11+0.9 153.2+£5.6

@ p<0.05 vs. el ovario izquierdo de su OS; # p<0.05 vs. su ovario izquierdo; ®p<0.05 vs.
su OS (Prueba "t" Student).

Hormonas esteroides

La concentracidon de progesterona en los animales con seccion unilateral o
bilateral fue similar a la de los animales con operaciéon simulada. La seccion del
nervio ovarico superior izquierdo o la de ambos nervios resultdé en una mayor
concentracion de testosterona, mientras que la concentracion de estradiol fue

mayor en los animales con seccion del nervio ovarico superior derecho (Figura 12).
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RESULTADOS

Figura 12. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, testosterona y estradiol
de los grupos con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB) o con
seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO),
realizada a los 32 dias de edad sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Progesterona

OSI SNOI OSD SNOD OSB SBNO
Testosterona

*

OSI SNOI OSD SNOD OSB SBNO

Estradiol

OSI SNOI OSD SNOD OSB SBNO

* p<0.05 vs. su respectiva OS (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 5

Efectos agudos de la secciéon uni o bilateral del nervio

ovarico superior sobre la masa ovaricay tutero

Masa ovarica

La masa ovarica de las ratas con seccion del nervio ovarico superior izquierdo
o derecho sacrificadas 48 o 72 horas post-seccion fue mayor. El aumento observado
a las 72 horas se debio al incremento de peso del ovario inervado (SNOI 17.52+1.7
vs 9.11£0.5; SNOD 14.94+1.1 vs 10.48+0.7 p<0.05). La seccién de ambos nervios
ovaricos resultd en el aumento de la masa ovarica en animales sacrificados 5 o 72

horas después de la seccion (Cuadro 9).

Cuadro 9. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100mg de peso corporal) de la masa ovarica de
los grupos con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con
seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO), realizada a
los 32 dias de edad y sacrificados a los 30", 1, 5, 48, 72 h o al primer estro vaginal (PEV).

MASA OVARICA

19.9+0.4
17.6+£0.8

21.3+0.6
19.2+0.7

22.0£1.0
20.6+0.9

25.0£1.3
30.7£1.8 &

18.9£1.0
31.543.6 &

27.6£1.3
29.5+0.6

22.6+1.0
20.1£0.2

20.9+1.2
22.4+1.3

22.2+1.1
20.3+0.8

21.5¢1.4
23.4£1.2

19.0+£0.7
25.8+2.1 #

26.5+1.2
27.6+0.2

24.2+1.2
23.1£1.7

20.4+0.8
22.7+0.9

16.7+0.6
21.7£0.8 #

26.4£1.6
26.3£1.6

20.0+0.6
27.2+1.2 #

# p<0.05 vs. su respectiva OS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

28.242.2
29.7£2.0
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RESULTADOS

l']tero

La seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho resultd en el
aumento del peso del Utero cuando los animales fueron sacrificados 48 6 72 horas
después de la seccion o al presentar el primer estro vaginal. Cuando fueron
sometidos a la seccion bilateral del nervio ovarico superior, el peso del utero

aumento a las 5 horas, efecto inverso se observo 48 horas post-seccion (Cuadro 10).

Cuadro 10. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100mg de peso corporal) del #tero de los
grupos con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB) o con seccion
del nervio ovérico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO), realizada a los 32
dias de edad y sacrificados a los 30", 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o el dia del primer estro vaginal
(PEV).

30° 1h 5h
UTERO

48 h 72 h PEV

63.9+£7.7
62.6+9.2

66.4+7.1
69.9+£3.9

67.9+6.3
79.8+£5.3

81.4+5.1
150+10.3

135.1£8.3
131+8.7

133.4£5.0
136.8+7.3

64.2+2.8
62.8+4.9

74.6£8.7
76.8£5.7

77.3£7.2
66.7+£4.0

50.44+3.7
73.7£5.6%

67.0+11.3
115.9£8.6%

118.7+6.7
145.0£5.7%

63.9+4.8
61.0+4.7

61.1+6.0
65.5+4.1

66.6£5.4
81.5+£3.6%

87.3+8.0
66.3+2.9%

85.9+5.9
80.3+5.1

144.4£5.6
153.2+£5.6

& p<0.05 vs. su respectiva operacion simulada (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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EXPERIMENTO 6

Efectos agudos de la seccion unilateral o bilateral del nervio
ovarico superior sobre la concentraciéon de hormonas

esteroides

PROGESTERONA (Figura 13)

La seccion del nervio ovarico superior izquierdo resultdé en una menor
concentraciéon de la hormona en los animales sacrificados 30 minutos o 5 horas
después de la seccion. Cuando fueron sacrificados 1 6 72 horas después de la cirugia
la concentracion de la hormona fue mayor. En los animales con seccion del nervio
ovarico superior derecho la concentracion de progesterona fue menor solo en el

grupo de animales sacrificados 5 horas después del tratamiento.

La seccion bilateral del nervio ovarico superior resultd en menor
concentraciéon de progesterona en los grupos sacrificados 30 minutos 6 48 horas

despué¢s de la denervacion.

Cuando se comparan los efectos de la denervacion unilateral con la bilateral
se observo que una hora después de la cirugia, la concentracion de progesterona fue
mayor en animales con seccion bilateral del nervio ovarico que en los grupos con
seccion del lado izquierdo o derecho (SBNO 33.3+£1.4 vs. SNOI 23+1.7; SNOD
24.941.6 p<0.05).

Los animales con seccion del nervio ovarico izquierdo presentaron una
segunda elevacién en la concentracion de progesterona, 72 horas después de la
cirugia, que llegd a ser mayor respecto a los grupos con seccion del nervio ovarico

derecho o bilateral (SNOI 12.2+1.1 vs. SNOD 9.4£1.0; SBNO 3.9 £1.0 p<0.05).
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Figura 13. Media £+ e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona de los grupos con
operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con seccioén del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a los 32 dias
de edad y sacrificados a los 30", 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o el dia del primer estro vaginal
(PEV).

Progesterona

* P<0.05 vs. OSI (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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TESTOSTERONA (Figura 14)

La concentracidon de testosterona fue mayor en los animales con seccion del
nervio ovarico superior izquierdo sacrificados una 6 72 horas después de la
seccion o en el dia del primer estro vaginal. Cuando fueron sacrificados 30 minutos
0 48 horas después de la denervacion, la concentracion de la hormona fue menor. En
los animales con seccion del nervio ovarico superior derecho sacrificados a las 48
horas, la concentracion de testosterona fue mayor, mientras que en el grupo

sacrificado a las 72 horas la concentracion fue menor.

En respuesta a la seccion bilateral del nervio ovarico superior la
concentraciéon de testosterona fue mayor en animales sacrificados una 6 48 horas
post-denervacion y en el dia del primer estro vaginal, mientras que a las 72 horas la

concentracion fue menor.

El aumento en la concentracion de testosterona en los animales con seccion
izquierda se observo a las 72 horas después del tratamiento, mientras que en los
animales con seccion bilateral del nervio ovarico superior dicho aumento se observo

a las 48 horas.
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Figura 14. Media = e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona de los animales con
operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con seccioén del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a los 32 dias
de edad y sacrificados a los 307, 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o el dia del primer estro vaginal
(PEV).

Testosterona

— = OsI
[] sNoI

* P<0.05 vs. OSD (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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ESTRADIOL (Figura 15)

La seccion del nervio ovarico superior izquierdo resultd en una menor
concentraciéon de la hormona en animales sacrificados una, 5 6 72 horas post-

denervacion.

En las ratas con seccion del nervio ovarico derecho sacrificadas 30 minutos,
48 horas después de la seccion o al presentar el primer estro vaginal, la
concentracion de estradiol fue mayor, efecto contrario se observoé cuando fueron

sacrificadas 5 horas post-cirugia.
Cinco horas después de la seccion bilateral del nervio ovarico superior la

concentracion de estradiol fue mayor, y fue menor en los animales sacrificados 48

horas después.

59



RESULTADOS

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol de los grupos con operacion
simulada izquierda (OSI), derecha (OSD), bilateral (OSB), con seccion del nervio ovarico
superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a los 32 dias de edad
y autopsiados a los 307, 1, 5, 48, 72 h post-cirugia o el dia del primer estro vaginal (PEV).

Estradiol

—— OSI
[] sNor

* P<0.05 vs. OSB (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Efectos comparativos de la seccion uni o bilateral sobre la concentracion
hormonal.

En la figura 16 se muestra que los efectos de la seccidon uni o bilateral del
nervio ovarico superior sobre la concentracién de progesterona, testosterona 'y
estradiol son diferentes y dependen del lapso transcurrido entre la operacion y la

autopsia.

En comparacion con la seccion unilateral, la seccion bilateral del nervio
ovarico superior resultdé en una mayor concentracion de progesterona en los
animales sacrificados una hora después de la seccion. Cuando fueron sacrificados 30

minutos 6 72 horas después, la concentracion de la hormona fue menor.

Con la seccion bilateral del nervio ovarico superior, la concentracion de
testosterona fue mayor a las 48 horas en comparacion con la seccion unilateral,
efecto contrario se observo 5 horas después cuando la concentracion de la hormona

fue menor.

Con la seccion bilateral del nervio ovarico superior la concentracion de
estradiol fue mayor 5 horas después del tratamiento, en comparacién con la seccion
del nervio ovarico superior derecho (25.85+£0.85 vs. 19.65+1.29 p<0.05). En los
animales sacrificados a las 48 horas post-denervacion la concentracion de estradiol
fue menor en los animales con seccion bilateral del nervio ovarico superior, en
comparacion con la seccion unilateral (SBNO 8.98+1.0 vs. SNOI 13.43+1.0; SNOD
13.57+1.5).
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Figura 16. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, testosterona y estradiol
de los grupos con seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
(SBNO), realizada a los 32 dias de edad sacrificados a los 30°, 1, 5, 48, 72 h o el dia del primer
estro vaginal (PEV).

Progesterona

30min 1lhr S5hrs 48hrs 72hrs PEV

Testosterona

30min 1hr Shrs 48 hrs 72hrs PEV

Estradiol

30min lhr Shrs 48hrs 72hrs PEV
o-ooo-SNOI - - SNOD —SBNO

* P<0.05 vs. Seccién Unilateral del NOS (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata
hembra juvenil, la regulacién que ejerce el nervio ovarico superior sobre la
secrecion de progesterona, testosterona y estradiol es diferente para cada

hormona y presenta asimetria.

El retraso en el inicio de la pubertad y presencia del primer estro en los
animales sometidos a la laparotomia, puede ser explicado por el estrés al que
fueron sometidos. El estrés estimula la liberacién de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y de glucocorticoides. La CRH inhibe la liberacion de la
GnRH (Chrousos y col., 1998) y los glucocorticoides bloquean la liberacion de

la LH lo que se traduce en la menor secrecion de estradiol (Rabin y col., 1990).

El estrés induce cambios a nivel del SNC y periférico los cuales pueden
afectar las funciones reproductivas, alimenticias y de crecimiento (Chrousos y
col., 1998). En la mujer, el estrés cronico inhibe la menstruacion debido a una
alteracion hipotaldmica como resultado de una alteracion en la regulacion de la
secrecion pulsatil de GnRH, padecimiento conocido como amenorrea
hipotaldmica funcional (Drew, 1961; Berga, 1996). En la rata hembra el estrés
resulta en un retraso en la pubertad, ausencia de la conducta receptiva y

alteraciones en la ovulacién (Loucks y Yens, 1989).
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Algunos autores han postulado que en la rata, el inicio de la pubertad
depende de la concentracion plasmatica de estradiol (Ojeda y Urbanski, 1994;
Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Sin embargo, algunos resultados
muestran que la canalizacién de la vagina no depende exclusivamente de las
concentraciones plasmaticas de 17(-estradiol (Bolafios 2005, Morales y col.,
2004, 2007). Mas aun, en el presente estudio mostramos que en los animales
sometidos a una laparotomia bilateral, en donde se retras6 el inicio de la
pubertad, no se modifico la concentracion de estradiol al primer estro, ni tres

dias antes de que se produjera la apertura vaginal.

En el presente estudio observamos que la operaciéon simulada uni o
bilateral no modifico la tasa de animales ovulantes ni el nimero de ovocitos
liberados, resultado similar al de Ricardo (2005). Al parecer la perforacion del
peritoneo no tiene efectos sobre los mecanismos que regulan la ovulacion, tanto

en la rata prepuber (Ricardo, 2005), como en la adulta (Flores y col., 1990).

En la rata adulta, la anestesia con éter en el dia del diestro 1, diestro 2 o
proestro estimula al eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal y como resultado se
produce un incremento significativo en la concentracion de progesterona, cuando
los animales son sacrificados una hora después de la estimulacion. Cuando
ademés del éter, se utiliza otro tipo de estresor, como son la perforacion
unilateral o bilateral del peritoneo, no se modifica la concentracién de la
hormona, por lo que los autores concluyen que el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal responde de manera diferente dependiendo del tipo de estrés (Flores y

col., 2005).
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A diferencia de lo que ocurre en la rata adulta, en el animal juvenil los
efectos de la laparotomia unilateral sobre la secrecion de progesterona son
diferentes a los de la bilateral. En la rata adulta en los dias del diestro 2, proestro
y estro, las adrenales son la principal fuente de progesterona (Flores y col.,
2005). Es posible, entonces que los aumentos en la concentracion de la hormona
observados en el presente estudio sean debidos a que las adrenales secretaron la

hormona.

La menor concentracion de progesterona, acompafiada de mayor
concentracion de testosterona en los animales sometidos a una laparotomia uni o
bilateral podrian ser explicados por un aumento en la actividad de las enzimas

170-HSDH y 17B8-HSDH en respuesta al estrés (Van Voorhis, 1999).

En la rata juvenil la regulacion de la secreciéon de testosterona no
presenta asimetria, a diferencia de lo que ocurre en el animal adulto (Flores y

col., 2006).

Seglin Barco y colaboradores (2003) en la rata adulta en el dia del estro, la
secrecion de las hormonas esteroides es regulada por dos vias neurales, una por
parte de la adrenal derecha que se encargaria de la regulacion de la secrecion de
progesterona y la otra, por parte del ovario izquierdo, la cual participaria en la
modulacion de la secrecion de estradiol. Ademas se ha mostrado que en la rata
adulta ciclica, la laparotomia izquierda resulta en una disminucion significativa
de la concentracion de estradiol, mientras que la derecha depende del dia del
ciclo estral en que se realiza la cirugia. Para explicar esta diferencia se ha
sugerido que la informacién que se origina del lado izquierdo del peritoneo
inhibe los mecanismos que regulan la actividad de las aromatasas en la
transformacion de testosterona a estradiol (Cruz y col., 2006). Este
comportamiento fue inverso en la rata juvenil, donde una hora después se
presentd incremento de la concentracion de la hormona, efecto que reaparece

conforme el animal se aproxima a la pubertad. Esta diferencia en los mecanismos
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de regulacion de la secrecion de estradiol entre el animal juvenil y el adulto,

indican que dicho mecanismo no ha alcanzado la madurez en el animal juvenil.

Con los resultados del presente estudio resulta evidente que al realizar una
laparotomia, se estimula o inhibe una(s) via neural originada en el peritoneo que
tiene efectos sobre el sistema nervioso central, lo cual a su vez provoca cambios
en la esteroidogénesis lo que dependerd del lado en el que se realice la cirugia y

de la edad del animal.

Previamente se ha mostrado que en ratas de 24 dias de edad, la seccion
bilateral del nervio ovarico no modifica la edad de apertura vaginal espontanea
(Aguado y Ojeda, 1984a; Morales y col., 1993) ni la inducida por Ia
administracion de la gonadotropina del suero de yegua prenada (Selstam y col.,
1985). Por lo que en un principio se postuld que el inicio de la pubertad era un
evento independiente de la informacion que llega al ovario a través del nervio

OVAarico superior.

Forneris y Aguado (2002) mostraron que en la rata neonata la seccion
bilateral resultd en un incremento de la concentracion de testosterona que se
acompafio por un retraso en la edad de apertura vaginal. Segin Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido (1990) el inicio de la pubertad depende mas de la concentracién
de testosterona que de estradiol. Linares (2006) mostré que la seccion del nervio
ovarico superior izquierdo realizada a los 24 dias de edad, provoco retraso en la
edad de apertura vaginal, con un aumento en la concentracion de testosterona y
sin cambios en la concentracion de estradiol. Nuestros resultados muestran que la
seccion del nervio ovarico superior izquierdo o de ambos nervios, resultan en
retraso del inicio de la pubertad y aumento en la concentracion de testosterona, lo
cual apoya lo propuesto por Forneris y Aguado (2002). Con base en nuestros
resultados, sugerimos que la informacion que transcurre por el nervio ovarico

superior izquierdo modula de manera inhibitoria la secrecion de testosterona.
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En la rata juvenil, la seccion bilateral del nervio ovdarico superior no
modificé el nimero de ovocitos liberados por ambos ovarios. Este efecto ya
habia sido descrito tanto para la rata piber como adulta (Aguado y Ojeda 1984;
Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993). Esto permite sugerir que al eliminar
la inervacidn simpatica que llega al ovario via nervio ovarico superior, otro tipo
de informacién neural, como puede ser la sensorial aportada por el nervio vago,

es la encargada de regular de manera normal la ovulacion.

La seccion unilateral del nervio ovarico superior resulta en la disminucién
en la cuota ovulatoria por parte del ovario denervado tanto en la rata prepuber
(Morales y col., 1993) como en la adulta (Chavez y col., 1991). Los resultados
obtenidos en el presente estudio son semejantes a los descritos por Morales y col.
(1993) y Chavez y col. (1991), excepto que en este estudio el ovario derecho no
es capaz de compensar la disminucion de la cuota ovulatoria del ovario
izquierdo. Esto nos permite postular que la ovulacion por parte del ovario
derecho depende mas de la integridad del nervio ovarico superior que el ovario
izquierdo, y que el ovario inervado compensa la disminucion del ntimero de
ovocitos por el ovario denervado. Estos resultados y las de otros autores, dan
soporte a la idea de que existe una comunicacion neural entre ambos ovarios, en
donde un ovario podria enviar sefiales al otro por medio de la inervacion la cual
pasa a través de la columna intermediolateral, via nervios simpaticos y llega al

ovario a través del nervio ovarico superior (Moran y col., 2005).

En el animal con seccidon unilateral del nervio ovérico superior, la
concentraciéon de noradrenalina en el ovario desnervado es menor que la del
testigo, mientras que es mayor en el ovario intacto (Chévez y col.,, 1994),
resultado que apoya la hipotesis de una comunicacion entre las gonadas. Por
estudios electrofisiologicos se ha postulado que existe una comunicacion entre
los ovarios que pudiera ser mediada por el nervio ovarico superior o por el plexo
ovarico, ya que cuando se estimula eléctricamente el nervio ovarico superior se

registra un incremento de la actividad del plexo ovarico (Klein y col., 1989).
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Morales y colaboradores (1993) mostraron que en la rata prepuber la
seccion del nervio ovarico superior derecho resulta en un incremento en la
proporcion de animales ovulantes al primer estro vaginal, mientras que en el
presente estudio no se modifico la tasa ovulatoria. A pesar de que en ambos
estudios se utilizo la rata prepuber, los resultados difieren debido a que en el
experimento antes mencionado se consider6 de manera conjunta a ratas
sometidas a la denervacidn durante la etapa infantil y juvenil. Por lo tanto, estos
resultados son una prueba mds de que los mecanismos neuroenddcrinos
involucrados en la regulacion de la ovulacion, funcionan de forma diferente en

cada una de las etapas del desarrollo de la rata.

El utero presenta receptores a estrogenos (Ennis y Stumpf, 1989) y
progesterona (Ohta y col., 1993) cuyo nimero varia a lo largo de la vida del
animal. La inervacion simpatica del utero modula la accién de los esteroides
ovaricos sobre el tejido (Zoubina y col., 1998). En la fase peripuberal de la rata el
utero es muy sensible a los estrogenos (Ojeda y Urbanski, 1994), mientras que en
la rata adulta la densidad de las fibras simpdticas y sensoriales que inervan al
utero varia durante el ciclo estral, lo cual se explica por los cambios en las
concentraciones de hormonas esteroides durante el ciclo estral (Zoubina y col.,
1998). El mayor de peso del ttero en la rata juvenil con seccion del nervio
ovarico superior derecho desde cuatro dias anteriores a la apertura vaginal se
explica por el aumento en la concentracion de estradiol en esos animales. La
seccion unilateral del nervio ovarico superior en la etapa infantil (16 dias de
edad) resulta en el aumento del peso del ttero cuando el animal llega a la etapa
juvenil (Moran y col., 2000). Tomados en conjunto, estos resultados indican que
en la etapa juvenil, la informacion nerviosa que transcurre por el nervio ovarico

superior derecho regula de manera inhibitoria la secrecion de estradiol.
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En la rata adulta la informacién neural que transcurre por el nervio
ovarico superior participa en la regulacion de la secrecion de progesterona de
modo diferente segun el dia del ciclo estral estudiado (Aguado y Ojeda (1984b),
mientras que en la rata infantil, el nervio ovérico superior regula de manera
estimulante la secrecidon de progesterona (Moran y col., 2000). Los resultados del
presente estudio indican que en el animal juvenil la informacion que transcurre
por dicho nervio también regula de manera estimulante la secrecion de

progesterona,

Nuestros resultados indican que en la rata juvenil y puber la secrecion de
testosterona es regulada de manera asimétrica por el nervio ovarico superior,
siendo el nervio izquierdo el que tiene mayor participacion en la regulacion, lo

cual concuerda con lo observado por Linares (2006) en el animal de 24 dias.

En ratas de 4 dias de edad, la seccion bilateral del nervio ovarico superior
resulté en una disminucion de la concentracion de androstenediona a los 30 dias
(etapa prepuberal) y 41 dias (etapa puberal) (Forneris y Aguado 2002). En el
presente estudio observamos que en la rata juvenil de 32 dias de edad, con
seccion de ambos nervios las concentraciones de testosterona fluctuaron en
funcion del tiempo transcurrido entre la seccion y la autopsia, por lo que
postulamos que la secrecion de androgenos varia con la edad del animal en

estudio.

Las diferencias observadas en los efectos de la seccion unilateral del
nervio ovdrico superior en la rata juvenil sobre la concentracion de estradiol,
menor en los animales con seccion del nervio ovarico superior izquierdo y mayor
en aquellos con seccion del nervio derecho, indican que en esta etapa la
participacion del nervio ovarico superior es asimétrica y varia con la edad del

animal.
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En resumen, a partir de los resultados obtenidos en el presente estudio
sugerimos que el nervio ovarico superior participa de manera diferencial en la

esteroidogénesis ovarica y dicha participacion varia con el tiempo transcurrido y

el nervio seccionado.
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MODELO

En la figura 17 se presentan los efectos agudos de seccionar el nervio ovdrico
superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) ¢ bilateral (SBNO) sobre Ia
concentracion sérica de progesterona (P4), testosterona (T), estradiol (E2), masa
ovarica (MO), utero (U) y edad de apertura vaginal (EAV) realizada en la rata de 32
dias de edad y sacrificadas 30 min., 1,5,48 6 72 horas post-seccion y un grupo mas
al presentar el primer estro vaginal (PEV). Donde el signo (#) nos indica que hubo
variaciones a los largo de los tiempos de sacrificio, la flecha (1) indica un
incremento 6 descenso (|) en la mayoria de los tiempos en los cuales fueron

sacrificados los animales y el signo (=) que no hubo cambios significativos.
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HIPOTALAMO

Columna
——_ Intermediolateral

Cadena
simpatica

< > L4 GC
a*** >\-
N
NOS ,,..° L Nos
izquierdo..' derecho

\

OVARIO IZQUIERDO OVARIO DERECHO

MO MO
U ] =
EAV Retraso EAV Retraso

Figura 17. Representacion esquematica de la porcion simpatica de la inervacion del
ovario, la cual se origina en la cadena ganglionar simpatica del segmento T11 a L4 y
hacen sinapsis en el ganglio celiaco (GC) donde nace el nervio ovarico superior (NOS).
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CONCLUSIONES

En la rata de 32 dias de edad la laparotomia unilateral o bilateral retrasa la

edad de apertura vaginal.

Las concentraciones de progesterona, testosterona y 17-f estradiol se
modifican con el hecho de realizar una laparotomia uni o bilateral y dependen

del periodo de evolucion.

La seccion del nervio ovarico superior izquierdo o bilateral retrasa la edad de

apertura vaginal.

La ovulacioén depende mas de la integridad del nervio ovarico superior derecho.

El nervio ovarico superior derecho inhibe el crecimiento del ttero cuando la

rata esta cercana a la pubertad.

En la rata juvenil y puber el nervio ovérico superior izquierdo se encuentra mas

comprometido con la secrecidon de testosterona.

El nervio ovarico superior izquierdo modula de manera estimulante la
secrecion de estradiol, mientras que el derecho actiia inhibiendo la secrecion

de dicha hormona
El nervio ovarico superior participa de manera diferencial en la

esteroidogénesis ovarica y dicha participacion varia con el tiempo transcurrido

y el nervio seccionado.
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