UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

LABORATORIO DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO. UNIDAD DE
INVESTIGACION EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Efectos de la seccion del Nervio Ovarico Superior en los dias del diestro

sobre la secreciéon de 17 B-Estradiol en la rata adulta.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G A
P R E S E N T A:
TERESA GUZMAN BAJONERO

M. en IBSH. Angélica Flores Ramirez
DIRECTORA DE TESIS

Durante el desarrollo de esta tesis se contd con el apoyo
Financiero de DGAPA-PAPIIT IN200405-3, IN209508-3.

MEXICO, D.F. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGIA

Efectos de la seccion del Nervio Ovarico Superior en los dias del

diestro sobre la secrecion de 17  B-Estradiol en la rata adulta

Tesis presentada por: Teresa Guzman Bajonero

Directora de tesis: M. en IBSH. Angélica Flores Ramirez

Realizada en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Unidad
de Investigacion en Biologia de la Reproduccion.

Durante esta tesis se contd con el apoyo financiero de DGAPA-
PAPIIT convenio IN200405-3, IN209508-3.



No hay que confundir nunca el conocimiento con la sabiduria. El primero nos sirve para
ganarnos la vida; la sabiduria nos ayuda a vivir. Sorcha Carey

AGRADECIMIENTOS

A la UNAM ya que me abrid las puertas para estudiar una carrera universitaria, asi como
brindarme conocimientos mil gracias.

A todos mis maestros que me brindaron conocimientos, por que representan el pilar de mi
formacién profesional.

A mi directora de tesidM. en IBSH Angélica Flores Ramirez Gracias en la realizacion de

esta tesis, por haberme ensefiado a trabajar en equipo, por su bendita paciencia y sobre todo
por sus palabras que me sirvieron para tomar decisiones en mi vida. Gracias que dios la
bendiga.

A los miembros del jurado:

M. en C. Raul Zavala Chavero, M. en IBSH Angélica Flores Ramirez, M. en C. Marisela
Valdez Ruiz, Biol. Carlos Martinez Montoya y Biél. Pamela Ma. Everardo Arévalgor
su colaboracion y sus importantes aportaciones durante la revision de esta tesis.

A la Q.F.B. Ma. Elena DiazG. mi jefa de laboratorio la seccién de inmunologia en Hospital
Ignacio Zaragoza ISSSTE por confiar en mi y la que me impulsé a seguir una carrera
profesional mil gracias jefa.



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a:

Dios

Por que siempre esta conmigo en fodo momento, por tu gran amor. Gracias padre
por darme la oportunidad de experimentar la vida misma, por llegar a mi meta y
por la gracia de tener una familia que me quieren.

A mi madre Carmen Bajonero

Porque eres una persona excepcional, por amarme tanto, porque me has apoyado
en todo momento, por tus desvelos y porque nunca te olvidaste de nosotros tus
hijos y te olvidaste que eras MUJER, porque nunca me dejards a mi suerte,
porque gracias a fi pude culminar mi carrera y he podido superarme como
persona. Te doy las gracias por confiar en mi y tener todavia la esperanza de
acabar mi meta, ah mil gracias por haber cuidado a mi bebita "Te amo
muchooooooote mami”,

A mi padre Juan R. Guzmadn Flores
Te doy gracias por haberme dado la vida y la satisfaccion de ser una MUJER
PREPARADA.

A mis abuelitos
Carmen Bajonero aunque no te conoci, gracias por que eres un dngel que me guid
en este camino.

Martha Flores Garcia gracias por que fuiste un gran ejemplo a seguir, siempre te
llevare en mi corazén.

Abuelito Ramén Gracias porque siempre creiste en mi, porque me ensefiaste que
en la vida debemos de luchar por lo que queremos y tus palabras bien marcadas
“El apellido GUZMAN siempre va estar arriba" y nunca voltees al pasado siempre
mira de frente. Donde quiera que estés ahora te digo, gracias por tu actitud de
un padre que quiere a sus hijos, tu fortaleza, por tus cuidados y por el amor hacia
tu familia. Te queremos mucho y "Nunca te olvidare”.



A mi amigo José (Don pepe, el gordo 6 la melcocha) que fuiste como un integrante
mds en nuestra familia gracias por toda la ayuda que nos brindo a mi mamad y a mis
hermanos donde estés MIL GRACIAS esto va para ti.

A mi cufiado Sall Vera Concha (mi compadrito) gracias por que fuiste alguien
especial en mi camino te dedico esta tesis aunque no estuvieras aqui en este dia
tan especial para nuestra familia mil gracias y te quiero con todo mi corazon y
esto va por ti donde quieras y cumpliré mi promesa.

A mis sobrinos Emmanuel y Sadl esto esta dedicado para ustedes ya que me
apoyaron fielmente y a pesar que han sufrido un trago de la vida muy duro y a
pesar de esto deben de levantarse y ser mas fuertes cada dia, los AMO.

Emmanuel, Sadl Roberto y Alfonso de Jesus, gracias mis nifios por que cada dia
que pasa me dieron una sonrisa, alegria y apoyo incondicional por ello les digo que
me gustaria que los tres tenga una profesién para el bienestar de ustedes y
puedan apoyar a sus mamds y que tengan en la mente “el apellido GUZMAN va
estar siempre arriba si ustedes lo quieren ver asi".

A mi cufiado Jaime Medina Nufiez (compadrejo) gracias por su gran apoyo por sus
consejos, a mi hermana Beatriz mi gran confidente que a pesar de nuestros
problemas familiares crecimos muy juntas y en verdad te agradezco de tu gran
apoyo, ah échale ganas por lo que te falta vivir por que tienes un hijo que vale oro
ahora tienes por quien luchar y sacar adelante te amo.

A José Ramén gracias por tu apoyo que me brindaste al termino de mi carrera mil
gracias. A Lorena gracias por el apoyo incondicional.

A mis suegros Aida Araceli Cruz y Francisco Zambrano por haberme apoyado en
la culminacidén de estd tesis mil gracias. A mi cufiado Rene Alejandro Zambrano
Cruz mil gracias, no sé como podré pagarte por todos los favores que me has
hecho, sobre todo cuando me alivie de mi pequeiia, y lo de mi cufiado MIL
GRACIAS que dios los bendiga.



A mis amigas de laboratorio Jacqueline, Pamela, Aiko y 6Gladys quienes
formaron parte del equipo en el laboratorio y me apoyaron en la prdctica. Gracias
chicas por su ayuda y su compaiiia.

A mis amigos con los que compartieron momentos inolvidables GRACIAS a
Martha, Abigail, Berci, Erika, Cristina, Miriam R, Vanessa, Araceli, Rodrigo,
Cassandra, José (Enano), David, Fidencio (Richi) y Donaciano y a todos mis
compafieros de la FES Zaragoza que me brindaron su amistad.

A mi pequefia

En mi vida llego una angelita llamada Andrea Vanesa Zambrano Guzman esta
tesis esta dedicada a ti por que en los momentos mds dificiles de mi vida, pero
una sonrisa tuya apagaba ese mal dia y me ayudaba a seguir adelante ya que el
hecho de verte me inspirabas a terminar con este proyecto tan importante.
Gracias por ser mi pequefia Andrea "TE AMO"”. Cuando leas esto chiquita
recuerda que debes de luchar por todas tus metas aunque a veces tengas dias
malos o buenos disfruta tu vida al maximo ya que el camino es largo, pero si se
puede lograrlo, si te lo propones, siempre estaremos contigo tu papd y yo.

A mi gran amor

En especial a un pimpon llamado Jonathan Adrian, ya que fuiste mi fuente de
inspiracién, te agradezco por tu gran paciencia, tu comprensién y sobre todo tu
tolerancia. Esto es para ti chiquito gracias por apoyarme tanto. TE AMO.



Iindice

INDICE
Pagina
RESUMEN. . . . . . . . . e i
INTRODUCCION. . . . . o o e s s s s, 1
MARCO TEORICO
HIPOTALAMO. . . . . . . s s s,
HIPOFISIS. . . . . o 4
OVARIOS. . . . e 7
> Anatomia. . . . . . .. 8
» FuncionesdelOvario. . . . . . . . .. ... .... 11
» Ovulaciéon. . . . . . . . . .. ... e 11
> Atresia Folicular. . . . . . . . . . . . . .. 13
Esteroidogénesis. . . . . . . . . ... e 13
» Estrégenos. . . . . .. ... oL e e 14
» Funciones de los estrogenos. . . . .. . . . ... 15
» Sintesisyregulaciéon. . . . . ... Lo 17
> Metabolismo. . . . . . . . .. 21
CICLO ESTRAL DE LARATA. . . . . . . . . . . . .. ... .. 21
Asimetrias. . . . . . . . 26
Inervacion del Ovario. . . . . . . . . . . . . ... . 28
Efectos de la seccion del Nervio Ovarico Superior. . . . . . . . . . .. 32
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. . . . . . . . . . . . . . . . ... .. 36
HIPOTESIS. . . . . . . 37
OBJETIVOS. . . . . e 38
MATERIALES Y METODOS. . . . . . . . . e e e . 39
RESULTADOS. . . . . . . s, 42



Iindice

DISCUSION. . . . . . . 63
CONCLUSIONES. . . . . . o s s, 69
BIBLIOGRAFIA. . . . . . . . 70



Resumen

RESUMEN

Los estrdgenos son un grupo de hormonas esteroides que en forma conjunta con
la progesterona, aseguran la funcion gametogénica del ovario, lo cual les confiere

un papel esencial en la regulacion de la funcidn reproductora de los mamiferos.

Para ser sintetizados por los ovarios se requiere de la participacion del hipotalamo
y de la hipodfisis. Asi el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) que al ser secretada hacia el sistema portal hipotalamico-
hipofisiario estimula en la hipdfisis la secrecion de la hormona estimulante del
foliculo (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) que al ser liberadas al torrente

sanguineo llegan al ovario donde estimulan la esteroidogénesis.

En estudios previos se ha mostrado que los efectos agudos de la anestesia, la
perforacién uni o bilateral del peritoneo, asi como los de la ovariectomia uni o
bilateral sobre las concentraciones séricas de 17 B-estradiol (E;) varian durante el
ciclo estral. Ademas, que los efectos dependen del lado en que se realiza la
perforacion del peritoneo o la extirpacion glandular, lo cual indica la existencia de
asimetria en las capacidades secretoras de hormonas por parte de los ovarios.
Para explicar las diferencias en las capacidades secretoras de los 6rganos pares,
se ha propuesto que las funciones de los ovarios son reguladas en parte por la
inervacion que reciben. ElI Nervio Ovarico Superior (NOS) es una de las vias
nerviosas que comunican al ovario con el sistema nervioso central, lo que hace
posible suponer que esta via nerviosa participa en la regulacion de los cambios en

la secrecion hormonal que se suceden al extirpar uno de los ovarios.

En este estudio se propuso analizar los efectos agudos de la seccidon unilateral o
bilateral del NOS en animales con ovariectomia unilateral en los dias del diestro
de la rata adulta, sobre la concentracion sérica de E, como indicador de la funcion

secretora de los ovarios cuando son sacrificados 24 horas después.
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En los animales con laparotomia ventral realizada en el dia del diestro-1 se
observé menores concentraciones séricas de E,, al ser sacrificadas en el diestro-
2, mientras que la anestesia o la laparotomia en el diestro-2 no resulté en
alteraciones en la concentracion del esteroide cuando fueron sacrificados en el
proestro. Ello, sugiere que la laparotomia es un factor estresante que altera los

mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion de la hormona.

La estimulacion del NOS en ambos dias del diestro no resultdé en cambios en la
concentracion sérica de E», sin embargo, la seccidén del NOS del lado izquierdo en
el diestro-2 resultd en disminucién del esteroide en el proestro. Por tanto, se
sugiere que soOlo el NOS del lado izquierdo modula de manera estimulante la

accion de las gonadotropinas sobre el ovario.

Respecto a las capacidades secretoras de E, en cada ovario, se observo
que en el dia del diestro-1 la extirpacion de cualquiera de los ovarios no resulto en
modificacion de la concentracion de la hormona al ser evaluada en el diestro-2. A
diferencia de ello, la operacion en el dia del diestro-2 mostré que el ovario
derecho aporta mas concentracion del esteroide a la circulacion que el ovario

izquierdo al ser evaluada en el proestro.

En animales en el diestro-1 con seccion del NOS del lado izquierdo y
ovariectomia izquierda, o cuando se realiza la ovariectomia izquierda con la
seccion del NOS del lado izquierdo, no se alteraron las concentraciones de la
hormona, pero la operacion en el diestro-2 resulté en aumento de la misma
cuando primero se realizo la ovariectomia y enseguida la seccion del nervio al ser
evaluada en el proestro. Estos resultados ponen en evidencia la importancia que
tiene saber el orden en que se realiza la operacion y sugiere para los animales
sacrificados en el proestro que el NOS tiene un papel de tipo inhibitorio sobre los

mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion del esteroide.

En animales en el diestro-1 con seccién del NOS del lado derecho y
ovariectomia derecha, o al realizar la ovariectomia derecha con seccién del NOS
del lado derecho, resulté en disminucion de la secrecion del esteroide al ser

evaluada en el dia del diestro-2, pero, cuando estas operaciones quirdrgicas se
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realizan en el diestro-2 se observo aumento de la secrecidén de la hormona al ser
evaluada en el proestro, independientemente del orden de la cirugia en estos
grupos experimentales. Con base en lo anterior se sugiere que el NOS en el
animal con el ovario izquierdo modula en forma estimulante la secrecion de la

hormona en el diestro-2 y en forma inhibitoria en el proestro.

En animales con ovario derecho in situ, la seccién del NOS del lado
derecho antes o después de la ovariectomia en el diestro-1 resulté en disminucion
de la secrecion del esteroide al ser evaluada en el diestro-2, mientras que esta
intervencién en el diestro-2 no resultdé en alteraciones en la secrecion de la
hormona al ser cuantificada en el proestro. Se sugiere que el NOS en el animal
con el ovario derecho modula en forma estimulante la secrecidén de la hormona en

el diestro-1 y en el proestro no participa en la regulacién de la secrecion de E.

Cuando permanece el ovario izquierdo in situ y se secciona el NOS del
lado izquierdo en el diestro-1 se observo disminucion del esteroide 24 horas
después, independientemente del orden de la cirugia. Ello sugiere que el NOS
tiene un papel de tipo estimulante en la secrecidn del esteroide. Si la operacion se
realiza en la etapa del diestro-2 se observdé aumento de la concentracion
hormonal 24 horas después, lo que indica un papel de tipo inhibitorio en la

regulacion de E,.

Asi, los resultados del presente estudio muestran que existe una relacion
funcional entre los ovarios en la regulacion de la secrecion de E, y que el NOS
modula la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas. Asimismo, que dichas
relaciones funcionales dependen del ovario, del lado del NOS, el dia en que se
realiza la operacién, el dia en que se cuantifican los resultados y el orden de la

cirugia.
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INTRODUCCION

El hipotdlamo produce la GnRH que al ser liberada al sistema portal
hipotalamico-hipofisiario llega a la a las células gonadotropas de la adenohipdfisis
donde estimula la secrecibn de la FSH y la LH; llamadas también
gonadotropinas. Estas son liberadas al torrente sanguineo y al llegar a los ovarios
estimulan sus funciones; la liberacidbn de oOvulos (ovulacién) y la secrecion de
hormonas esteroides (estrogenos, progesterona y andrdgenos) y peptidicas

(inhibina, activina entre otros) (Fox, 2003; Ganong, 1988).

El E; es una hormona esteroide de 18 atomos de carbono secretado por las
células de la granulosa de los foliculos ovaricos y por la placenta (Tresguerres,
1999; Yeh y col. 1999). Estimula el crecimiento, la division celular de las células
de la granulosa, en el Gtero incrementa la contractilidad del masculo liso uterino,
favorece en el transporte del cigoto hacia el Utero, estimula la secrecién del moco
en las glandulas del cuello uterino, en las mamas induce el aumento de tamairio,

el desarrollo del estroma, en el sistema tubular y los acinos (Loza y col., 1995).

Existen evidencias de que la mayor parte que los érganos endocrinos pares
presentan asimetria. La expresion “asimetria funcional’, alude a las diferencias
puestas de manifiesto por las partes constituyentes de los llamados érganos
pares en sus respuestas ante un estimulo (Dominguez y col., 2003).

La extirpacion de un ovario se utiliza frecuentemente como una
herramienta experimental para analizar la existencia de asimetria entre los
ovarios. En la rata, el ovario izquierdo libera més ovocitos que el derecho. Cuando
se extirpa el ovario izquierdo (ovario derecho in situ), la proporcion de animales
que ovulan en el dia del estro es el doble que cuando queda el ovario izquierdo
(Cruz y col., 2001).

Asimismo, se ha mostrado que las concentraciones séricas de las
hormonas esteroides en animales con ovariectomia unilateral dependen del lado

que se realiza la extirpacion glandular, lo cual indica la existencia de asimetria en
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las capacidades secretoras de hormonas por parte de los ovarios y de la etapa del
ciclo estral en que se realiza la cirugia (Barco y col., 2003; Cruz y col., 2006;
Flores y col., 2006; Flores y col., 2008).

Para explicar las diferencias en las capacidades secretoras de parte de los
organos pares, se ha propuesto que ellos reciben distintas informaciones
nerviosas y que por ende, las funciones de los ovarios son reguladas por las
hormonas tréficas secretadas por la hipdfisis, pero sus acciones a nivel periférico
son moduladas por la inervacion que recibe las gonadas (Burden y Lawrence,
1977; Burden, 1978; Dominguez, 2003).

El NOS es una via nerviosa que comunica a los ovarios con el sistema
nervioso central (SNC) lo que hace posible suponer que esta via nerviosa participa
en la regulaciéon de los cambios en la secrecion hormonal que se suceden al
extirpar uno de los ovarios. Se origina de nervios localizados en el ganglio
cefalico-mesentérico superior y contiene neurotransmisores como la noradrenalina
y el péptido intersticial vasoactivo (VIP) que estimulan la secrecion de hormonas
esteroides ovéricas (Dissen y Ojeda, 1999).

Montiel (2005) y Mendoza (2007) han mostrado que los efectos de la
seccién del NOS en animales con ovariectomia uni o bilateral en los dias del
diestro-1 o diestro-2 sobre la concentracion sérica de E, evaluada a la hora
postcirugia son diferentes. En este estudio se propuso analizar los efectos de la la
seccion del NOS en animales enteros o con ovariectomia unilateral en los dias del
diestro-1 y diestro-2 de la rata adulta sobre la secrecidn sérica de E, evaluada 24
horas después de la cirugia para investigar si los resultados observados a una
hora son los mismos que se presentan 24 horas después de los tratamientos

quirdrgicos.
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HIPOTALAMO

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del talamo y
esta dividido por el tercer ventriculo en hipotdlamo derecho e hipotalamo
izquierdo. Asimismo, para su estudio, el hipotdlamo se divide en tres regiones
hipotalamo anterior, hipotadlamo medio e hipotalamo posterior (Fig. 1; Audesirk,
2003).

AREA PREOPTICA

HIFOTALAMO ANTERIOR

! |
e |
({1l HIPOTALAMO MEDIO \“H—-_ Py
slilLIN] -‘/

el HIPOTALAMO POSTERIOR

Figura 1. Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribucion topogréafica de los
nacleos y areas del hipotalamo. A: Hipdfisis anterior, AC: comisura anterior, AH: nucleo
hipotaldmico anterior, AR: ndcleo arcuato, Bn: base del nicleo de la estria terminal, DL: area
hipotalamica dorsolateral DM: nucleo dorsomedial, DP: nlcleo dorsal premamilar, I: I6bulo de la
hipofisis intermedia, LT: nucleo lateral tuberal, MB: cuerpo mamilar, ME: eminencia media, MP:
nacleo preéptico medial, N: hipdfisis posterior, O: érgano vasculoso de la lamina terminal, OC:
quiasma Optico, PE: nucleo hipotalamico periventricular, PF: nucleo perifornical, PH: nucleo
hipotalamico posterior, PP: nlcleo preoptico periventricular (medio), PS: tallo hipofisario, PV:
ndcleo paraventricular, RC: area retroquiasmatica, SC: nlcleo supraquiasmatico, SM: nucleo
supramamilar, SO: nucleo supradptico, TH: talamo, VM: nucleo ventromedial, VP: nucleo
premamilar ventral (Audesirk, 2003).
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El hipotdlamo participa en la regulacion de la homeostasis (funciones
vitales que mantienen constante el medio corporal interno), el comportamiento
sexual y las emociones. Ejerce efectos importantes sobre el sistema endocrino
(centros productores de hormonas), sobre el sistema nervioso autdnomo (que
controla las acciones involuntarias) y sobre un sistema neuronal que se denomina
sistema limbico (relacionado con la motivacion y los instintos). Ademas, es capaz
de detectar cambios en la osmolaridad de la sangre y se ve afectado por las
concentraciones de las distintas hormonas presentes en el torrente sanguineo
(Beck, 1977). De este modo, el hipotalamo puede integrar sefales fisicas y
emocionales procedentes de todo el cuerpo y poner en marcha las respuestas

corporales adecuadas (Curtis, 2001).

El hipotalamo también tiene células neurosecretoras que secretan
neurohormonas o factores de liberacion que son transportados por el sistema
portal-hipotalamico-hipofisiario a la adenohipdfisis donde estimulan o inhiben la
liberacion de hormonas especificas (Beck, 1977) tales como la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), la hormona
liberadora de la tirotropina (TRH, por sus siglas en inglés), la hormona liberadora
de la hormona de crecimiento (GHRH, por sus siglas en inglés), la hormona
inhibidora de la hormona de crecimiento (GHIH, por sus siglas en inglés),
hormona liberadora de la corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés), factor
liberador de la prolactina (PRF, por sus siglas en inglés), factor inhibidor de la

prolactina (PIF, por sus siglas en inglés) (Brown, 1994;.Ganong, 1996; Hib, 2001)

HIPOFISIS

La hipofisis se encuentra en la base del cerebro alojada en el esfenoides y
cubierta por la duramadre (Fink, 2000). Esta unida al hipotalamo por el tallo
hipofisiario el cual contiene el sistema portal hipofisiario de vasos sanguineos. Es
un o6rgano complejo dividido en tres partes: el I6bulo anterior (parte distal), el
I6bulo intermedio (parte intermedia) y el I6bulo posterior (parte nerviosa). El I6bulo

anterior y el intermedio forman una glandula endocrina verdadera llamada
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adenohipofisis. El 16bulo posterior también llamado neurohipoéfisis es una
extension del hipotalamo (Arimura, 2000).

Ante el estimulo de las neurohormonas del hipotalamo, la adenohipofisis
sintetiza diferentes hormonas: la hormona del crecimiento (GH, por sus siglas en
inglés), la hormona adrenocorticotrépica (ACTH, por sus siglas en inglés), la
hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), la hormona estimulante del

foliculo (FSH, por sus siglas en inglés), la prolactina (PRL) (Brown, 1994).

La GnRH estimula en los gonadotropos de la adenohipdfisis la sintesis de
la FSH y la LH; llamadas en conjunto gonadotropinas. Ambas son liberadas al
torrente sanguineo para alcanzar a 6rganos blanco donde ejerceran sus efectos
bioldgicos (Fig.2; Fox, 2003).

Figura. 2: Esquema de la hipdfisis y su secrecion de hormonas (Tomada de Fox, 2003).

La GnRH es la neurohormona clave en los mecanismos de regulaciéon de la
secrecion de las gonadotropinas, y por ende de la secrecién de las hormonas
gonadales y la produccion de gametos. Es un decapéptido cuya estructura
primaria es Piroglu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, (PM 1182.4). En
los roedores, la GnRH se sintetiza en neuronas del area preoptica y el area

anterior del hipotdlamo (POA-AHA), mientras que en primates los cuerpos
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celulares se encuentran localizados en el hipotdlamo medio basal (MBH). La
secrecion de la GnRH es de tipo pulsatil infrecuente e irregular y esta altamente
controlada por la retroalimentacion que puedan efectuar las gonadotropinas
(Arimura, 2000; Brown, 1994; Dominguez, 1997; Halasz, 2000; Yen, 2001).

La secrecion de la GnRH esta regulada por neurotransmisores,
neuropéptidos y hormonas ovaricas (Fig. 3). Las células que presentan receptores
a estrogenos y andrégenos estan concentradas en el POA-AHA, nucleo
ventromedial, ndcleo arcuato y nucleo premamilar ventral (Haldsz, 2000). En la
rata hembra, las células que secretan la GnRH desde POA-AHA a la
adenohipofisis estimulan la secrecion preovulatoria de la LH en respuesta a la
retroalimentacion estimulante de los estrogenos ovaricos. Este multiple
mecanismo de control permite que una gran variedad de estimulos internos y
externos influyan sobre la regulacion de la secrecién de la neurohormona (Brown,
1994).

La capacidad funcional de la hipofisis depende de sus conexiones
nerviosas y vasculares con el hipotdlamo. Estas conexiones anatbmicas hacen
posible que el 6rgano produzca su rendimiento hormonal en respuesta a
estimulos que se originan en el exterior, lo mismo que dentro del organismo. La
hipdfisis es un eslabon esencial del sistema neuroendocrino, pero tiene poca

capacidad para funcionar independientemente (Ruiz, 1988).
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Células
Gonadotropas

H

Figura. 3: Eje hipotadlamo-hipdfisis-ovario. El hipotalamo secreta la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) y en la hipdfisis anterior o adenohipdfisis estimula la secrecion de la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotropinas llegan
a los ovarios y estimulan la secrecion de progesterona, testosterona y estradiol (Tomada de Berne
y Levy, 1992).

OVARIOS

Los ovarios o gonadas femeninas, son los 6rganos femeninos de la
reproduccion. Son estructuras pares con forma de almendra situadas contra la
pared pélvica a ambos lados de la cavidad pélvica. Estan suspendidos en un
pliegue peritoneal llamado mesovario. La arteria ovarica 0 arteria Utero-ovarica
recibe el riego sanguineo por la aorta abdominal que llega al ovario a lo largo del
mesovario, rama que entra a través del hilio, por donde salen las venas (Fawcett
1995; Yao y Bahr, 1999).



MARCO TEORICO

Anatomia

En el ovario se distingue una médula y una corteza. La médula esta
formada por estroma, nervios, abundantes vasos sanguineos arteriales y venosos

con poco tejido conectivo y la glandula intersticial (Yao y Bahr, 1999).

En la corteza se localizan los foliculos en diferentes estadios de
crecimiento y maduracion embebidos en el estroma. La parte mas externa de la
corteza esta tapizada por el epitelio germinal escamoso o cuboide que se apoya
en tunica albuginea, una capa de tejido conectivo denso, que da al ovario su color
(Yao y Bahr, 1999).

El estroma estd compuesto de al menos cuatro tipos celulares diferentes:
células de tejido conectivo (fibroblastos) con funciones de soporte, células del
musculo liso, que regulan las contracciones de los foliculos, células intersticiales
que incluyen células de la teca y células foliculares, que provienen de foliculos

atrésicos asi como cuerpos lateos en regresion (Yao y Bahr, 1999).

El foliculo ovarico es la unidad anatémico funcional del ovario, a partir de la
cual se originan los tres compartimientos del érgano: el folicular, el luteal y el

intersticial (Fig. 4) (Dominguez, 1991).

El foliculo esta formado por el ovocito I, una membrana basal que aisla a
las células de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células
tecales; estas ultimas conforman la denominada teca interna. Ademas de las
células de la granulosa y las tecales, el foliculo estd rodeado por un complejo
sistema de fibras colagenas, células del tejido conectivo, sustancia fundamental y
fibras musculares lisas, todo lo que recibe el nombre de teca externa (Dominguez,
1991).

Todos estos elementos forman una vaina fibrosa, la que al disgregarse en
un punto cercano a la superficie al ovario, forma un orificio por el cual saldra el
ovocito. El ovocito y las células foliculares no reciben riego sanguineo ni

inervacion en forma directa (Dominguez, 1991).
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Los foliculos de reserva son todos los primordiales que consisten en un
gran ovocito esférico rodeado por una Unica capa de células planas o cilindricas
bajas. La formacion de los foliculos primarios durante la primera mitad del ciclo es
independiente de las hormonas gonadotropinas, pero su desarrollo posterior hacia
foliculos antrales y hacia fases posteriores requiere la participacion de la FSH. Al
inicio de la fase folicular del ciclo, la elevacion en las concentraciones de la FSH

estimula el crecimiento de una cohorte de los foliculos primarios (Hib, 2001).

La FSH estimula el crecimiento del foliculo ovarico conduciéndolo hasta los
diversos grados de maduracion del foliculo primario, secundario y terciario o de
De Graaf (Fig. 4). Dicho crecimiento es posible gracias a que estimula la mitosis

de las células de la granulosa y la formacion de la teca (Hib, 2001).

Las células de la granulosa se apoyan sobre una membrana basal, que las
separa de las células del estroma circundante que forman una capa de
glicoproteinas que se deposita sobre la superficie del ovocito y forma la zona
pelicida. A medida que continta el crecimiento de los foliculos, las células de la
teca folicular se organizan en una capa interna de células secretoras, la teca
interna y una capsula fibrosa externa, la teca externa. Asi mismo, pequefas
prolongaciones digitiformes de las células foliculares atraviesan la zona pellucida y
se interdigitan con las microvellosidades de la membrana plasméatica del ovocito.
Estas prolongaciones son importantes para el transporte de sustancias desde las

células foliculares al ovocito (Guyton, 1994).
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A medida que continda el desarrollo, aparecen espacios ocupados por
liquido entre las células de la granulosa. La coalescencia de estos espacios forma
el antro y el foliculo se denomina secundario (vesicular de De Graff). Al principio,
el antro tiene forma semilunar, pero con el tiempo aumenta mucho de volumen.
Las células de la granulosa que rodean al ovocito permanecen intactas y forman
el cumulo oo6foro (cumulo proligero). Alcanzada la madurez, el foliculo secundario

podria tener un diametro de 25 mm o mas. Se encuentra rodeado por la teca

Figura. 4: Esquema de la morfologia de un ovario de la mujer durante el periodo el periodo de

desarrollo folicular, formacion del cuerpo lGteo y su regresion (Tomada de Yao y Bahr, 1999).
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interna, que estd compuesta de células con caracteristicas de secrecion
esteroides, rica en vasos sanguineos y por la teca externa, que gradualmente se

va fusionando con el estroma ovarico (Guyton, 1994).

En cada ciclo ovarico comienzan a desarrollarse varios foliculos, pero por
lo general s6lo uno alcanza la madurez completa. Los otros degeneran y se

tornan atrésicos (Hib, 2001).

El crecimiento y diferenciacion folicular culmina con la liberacion del

ovocito; recibe el nombre de Ovulacion(Dominguez, 1991).

Funciones del Ovario

Los ovarios son las génadas femeninas responsables de la liberacion de
gametos femeninos (ovocitos) y la sintesis de hormonas necesarias para la
regulacion de las funciones reproductivas (Dominguez y col, 1991; Yao y Bahr,
1999).

Ovulacion

La ovulacién es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio
localizado, ya que antes de que se produzca la salida del ovocito hay edema en la
teca interna, muerte celular y aumento de prostaglandinas en el area. Para que
se produzca la ovulacion, son necesarios varios cambios en la pared del foliculo y
en las relaciones entre las células de la granulosa y las tecales (Fig. 5)
(Dominguez y col., 1991).

11
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La ovulacion se produce 10 a 14 horas después de la liberaciéon
preovulatoria de la gonadotropina; una vez que este ha alcanzado el tamafo y el
grado de diferenciacion adecuada segun la especie en estudio (Dominguez y col.,
1991, Espey, 1998).

Figura. 5: Esquema del proceso de ovulacién (Tomado de Ross, 2004).

El “pico” de FSH que se presenta en la tarde de proestro y en la mafana
del estro selecciona los foliculos que van a crecer hasta alcanzar la etapa

preovulatoria (Dominguez y col., 1991).

12
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Atresia Folicular

La atresia se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular, tanto en la
vida fetal, como en la etapa prepuberal, puberal y la vida adulta (Dominguez y
col., 1991).

El inicio de la atresia parece estar determinado por alteraciones del ovocito,
el cual pierde su capacidad para mantener el control metabolico del foliculo. Esta
alteracion seria seguida por modificaciones de las células de la granulosa, las que
pierden gradualmente los receptores a FSH y LH, lo que se traduce en una
disminucién de la capacidad de aromatizacion de los andrégenos, por lo que su

concentracion aumenta dentro y alrededor del foliculo (Dominguez y col., 1991).

Durante el proceso de atresia, ademas de la alteraciones que se producen
en la sintesis de estrégenos, también disminuye la capacidad de sintesis de
androgenos por las células tecales, en parte por pérdida de la actividad de la C

17-20 liasa (Dominguez y col., 1991).

Esteroidogénesis

Es el proceso por el cual se sintetiza las hormonas esteroides por las
adrenales, los ovarios, los testiculos, la placenta, el cerebro, el tejido adiposo, la
piel, los huesos y numerosos tejidos fetales. La sintesis de las hormonas
esteroides depende de las enzimas presentes en el tejido, asi como de la
disponibilidad (Trzeciak,1986).

13
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Hormonas esteroides ovaricas

Los esteroides son moléculas primordiales que evolucionaron antes que los
eucariota hace aproximadamente 2.000 millones de afios. Constituyen una de las
primeras formas de trasmisores de informacién y han sido descritos como
biorreguladores antiguos que ejercian su mensaje en su célula de origen (Yen,
2001).

Los esteroides forman una subclase de lipidos caracterizados por una
estructura bioquimica basica de cuatro anillos fusionados denominada ciclo
pentanoperhidrofenantreno (Fig. 6) (Yen, 2001). La subcategoria de las
moléculas esteroides forma parte de una familia extraordinariamente grande y
diversa de compuestos quimicos que reciben el nombre de terpenos o
isoprenoides (Yen, 2001).

Figura. 6: Estructura del ciclo pentanoperhidrofenantreno perhidrociclopentanofenantreno (Tomada
de O"Malley y Srtott 2001).

Estrogenos

Pertenecen a la familia de los derivados del estrano, con 18 atomos de carbono
(Brown, 1999), que en el anillo fendlico A de la molécula presenta tres dobles
enlaces (Dominguez, 1997). El estrdgeno que mas secretan los ovarios es el Ey,
pero la variedad de hormonas estrogénicas incluye la estrona y el estriol. En el
ovario, el estradiol y la estrona son sintetizados por células de la granulosa
(Brown, 1999; Dominguez, 1997).

14
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Funciones de los estrégenos

Los estrogenos en el foliculo ovarico estimula su crecimiento, de igual manera
estimula la division celular de las células de la granulosa, el estrogeno actua de
manera sinérgica con la FSH sobre las células de la granulosa (Dominguez,
1993).

En el Utero incrementa la contractibilidad del musculo liso, asi como el
namero de proteinas contractiles (actina y miosina), con lo que favorece el
transporte del cigoto hacia el Utero. Estimula la secrecion de moco en las
glandulas del cuello uterino, estimula el crecimiento del endometrio y el miometrio
(Dominguez, 1993; Ganong, 2000).

Los estrogenos inducen el aumento del tamafio de las mamas, el desarrollo

del estroma, el sistema tubular y los acinos (Loza y col., 1995).

En la vagina, los estrégenos regulan los cambios citolégicos tipicos del
ciclo vaginal, aumenta el contenido de glucégeno que por accién bacteriana se
transforma en acido lactico, hecho que acidifica las secreciones y con ello evita
las infecciones vaginales. Estimula el desarrollo y la funcién de las glandulas de
Bartolino, cuya secrecion sirve de lubricante vaginal durante el coito (Loza y col.,
1995).

En el cuerpo, los estrégenos estimulan el crecimiento y desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias (estimula el comportamiento reproductivo; el
crecimiento del vello axilar y pubiano; la pigmentacién regional de la piel del
pezon, la aréola y la region genital; estimulan la sintesis proteica y determinan el

depdsito de grasa en las caderas de la mujer) (Dominguez, 1997).

Junto con la progesterona, los estrégenos regulan de manera estimulante o

inhibitoria la secrecién de GnRH (Ganong, 2000).

Los estrogenos en su efecto anabdlico estimula la secrecion de

angiotensindgeno y de la proteina fijadora de tiroxina que de algin modo reflejan
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el efecto anabdlico proteico. En los huesos estimulan la actividad osteoblastica y
producen la fusion temprana de la epifisis con la diafisis. Tiene efectos similares a
los mineralocorticoides ya que estimulan retencion de sal y agua, por lo que

incrementa el peso corporal durante el periodo premestrual (Audesirk, 2003).

Los estrégenos actlan directamente sobre el ovocito y las células de la
granulosa y otros se difunden a la circulacion general (Dominguez, 1991).
Estimulan la receptividad sexual (estro) de la hembra (Yao y Bahr, 1999), e
influyen sobre la temperatura corporal, textura de la piel, distribucion de la grasa,
division de las células de la granulosa, el crecimiento folicular, estimulan la
contraccion de la musculatura del oviducto y el batido de las cilias de las células
epiteliales que tapizan la mucosa, las cuales, favorecen la captura del ovocito, y
participan en numerosas funciones enzimaticas, circulatorias e inmunes (Brown,
1994).
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Sintesis y regulaciéon

Se muestran los pasos de la biotransformacion del colesterol a estradiol
(Fig. 7). La conversion de colesterol en pregnenolona se realiza en la mitocondria.
Este paso consiste en la remocidon de los seis atomos de carbono de la cadena
lateral del nacleo colestano, dando como productos finales la pregnenolona y el
acido isocaproico. Esta reaccién se realiza en la mitocondria en presencia de
NADPH, oxigeno molecular y la enzima citocromo Pasoscc, que hidroxila al
colesterol en los atomos de carbono 20 y 22 por la accion conjunta de la 20, 22-

hidroxilasa y la 20, 22-desmolasa (Larrea y col., 1991).

Figura 7: Ruta esterodoigénica a partir del colesterol (Tomada de Hinshelwood, 1999).

17
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La conversion de pregnenolona a progesterona requiere de la accién de
dos enzimas: 1) la A5, 3 hidrixiesteroide-deshidrogenasa y la A5-A4 isomerasa.
El resultado es una estructura llamada A4-3cetona, localizado en la parte
microsomal y el atomo de hidrégeno generado durante la reaccion es captado por
el NAD.

Posteriormente la progesterona es convertida a los androgenos:
androstenediona y testosterona, por la 17a-hidroxilasa (Larrea y col., 1991), que
actia en la posiciéon del atomo de carbonol? eliminando la cadena lateral del
carbono 21 (C-21). El andrégeno de 19 atomos de carbono a su vez es convertido
a estrogeno de 18 atomos de carbono por hidroxilacion, pérdida subsecuente de
un grupo metilo en el a&tomo de carbono 19 y la aromatizacion del anillo A (Baird,
1982; Brown, 1999).

En este ultimo paso de la sintesis intervienen dos tipos de células: 1) las de
la teca y 2) las de la granulosa (Dominguez, 1997). La LH regula la secrecion de
androgenos y estrogenos por las células de la teca y las de la granulosa
respectivamente. Estimula la sintesis de sus receptores en las células de la teca
(“up regulation”). Enseguida del “pico de LH”, inhibe la sintesis de sus receptores
en las células de la granulosa (“down regulation”), lo que disminuye la sintesis de

estrogenos (Hsueh y col., 1983).

En las células de la granulosa (previamente estimuladas con FSH) la LH
también estimula la sintesis y actividad de la aromatasa; lo que en la rata ocurre
en la tarde del diestro 2. En el foliculo preovulatorio, la sintesis de progesterona
por las células tecales y de la granulosa es estimulada por la LH, la prolactina y la
noradrenalina, cuyos efectos son mediados por el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) (Dominguez, 1991).
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En los foliculos pre-antrales, las células de la granulosa carecen de
receptores a LH y su sintesis es estimulada por los estrégenos y la FSH. La FSH
estimula la secrecion de estrogenos por las células de la granulosa; el complejo
receptor-hormona actia sobre el sistema de la adenilato ciclasa, provocando el
aumento del AMPc y estimula la sintesis y la actividad de la aromatasa
(Dominguez, 1991).

La accion sinérgica de la LH y FSH sobre la produccion de andrégenos en
células de la teca y la sintesis de estrégenos en las células de la granulosa,
respectivamente, establecen la base de la teoria de la doble célula-doble hormona
(Fig. 8) (Yao y Bahr, 1999).

En las células de la granulosa el numero de receptores a FSH es constante
durante el ciclo estral de la rata, mientras que los de LH aparecen en diestro-1,
aumentan en la tarde del diestro-2 y alcanzan su maximo antes del “pico de LH" y
no a consecuencia de este. En la tarde del diestro-2 y mafiana del proestro, en las
células de la granulosa aparecen receptores a prolactina, resultado de la
estimulacion de FSH, LH y prolactina. Las células de la granulosa de los foliculos

preantrales también presentan receptores a prolactina (Dominguez, 1991).

La prolactina inhibe la actividad aromatasa de las células de la granulosa y
bloquea los efectos de la FSH sobre las mismas, lo que disminuye la secrecion de
estrogenos, y bloguea la sintesis de androgenos en las células tecales,
(Dominguez, 1991).

La sintesis de estrogenos es regulada de manera estimulante por la
noradrenalina y la prostaglandina E (PGE-2). Los efectos de la noradrenalina sobre
las células de la granulosa no son directos, sino que requieren de la interaccion
con la FSH o la LH. En las células tecales, la estimulacion de los B-receptores
provoca el aumento en la sintesis de progesterona y de andrégenos. La PGE2
estimula la sintesis de estrogenos por las células de la granulosa y de

progesterona por las células tecales (Dominguez, 1991).
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Figura. 8: Teoria “doble célula, doble hormona” que explica el proceso de la esteroidogénesis en

el foliculo ovarico (tomada de Yao y Bahr, 1999).

La regulacién de la secrecion de estrégenos ademas de la FSH, LH y
prolactina, incluye otros factores de efectos generales acoplados a los de las
gonadotropinas:

a) La GnRH inhibe la sintesis de androgenos en las células de la teca e
impide los efectos estimulantes de la FSH sobre la actividad aromatasica
de las células de la granulosa.

b) La oxitocina inhibe la actividad de la 17a-hidroxilasa y la 20-22 desmolasa.

c) El factor de crecimiento epidermal bloquea los efectos de la FSH sobre la
aromatasa y la sintesis de receptores a la LH en las células de la
granulosa.

d) La vasopresina y la arginina-vasopresina (secretadas por el cuerpo lateo),
inhiben la secrecién de estrégenos por un mecanismo semejante al de la

oxitocina.
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e) Los estrégenos y los corticoides adrenales inhiben la sintesis y secrecién
del estradiol, al modificar la sintesis de androgenos por las células de la
teca.

f) Los corticoides adrenales bloquean el desarrollo de los receptores a la LH,
inducidos por la FSH, en las células de la granulosa (Dominguez, 1991).

Metabolismo

En el higado, el estradiol, la estrona y el estriol se convierten a conjugados
glucorénico y sulfato. Aproximadamente la quinta parte de estos productos
conjugados son excretados en la bilis, mientras que la mayor parte son eliminados
por la orina. Un 2% del E;, circulante esta libre y el resto enlazado a proteinas:
60% a la albumina y 38% al mismo con la globulina especifica ligadura de

esteroides gonadales (GBG) que enlaza a la testosterona (Guyton, 2001).

CICLO ESTRAL DE LA RATA

La etapa fértil de la vida de las hembras se caracteriza por cambios periddicos en
la secrecion de hormonas secretadas por la hipéfisis y los ovarios que resultan en
el crecimiento, la maduracién y la liberacion de ovocitos fértiles, asi como los
cambios en la conducta sexual (que aseguran la maxima receptividad de la
hembra durante la etapa ovulatoria) que recibe el nombre de ciclo estral (Kilen y
Schwartz, 1999).

El término “estro” proviene del latin oestrus y éste a su vez del griego
oistros, que significa tabano, aguijén o frenesi. Este término lo acuid Walter
Heape en el afilo 1900 para describir el periodo de deseo sexual de la hembra y
distinguirlo del celo del macho (Kilen y Schwartz, 1999).

El ciclo estral de la rata tiene una duracién de 4 a 5 dias y es regulado

principalmente por factores enddgenos, particularmente por la interaccion del eje
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hipotalamo-hipofisis-ovario, el cual a su vez recibe influencias de factores
exégenos como el periodo de luz-oscuridad, temperatura, alimentacion, agua y las
sustancias quimicas que se perciben por el sentido del olfato (Kilen y Schwartz,
1999).

Con base en los cambios que se presentan en el epitelio vaginal, el ciclo
estral para su estudio se le divide en cuatro fases: diestro-1, diestro-2, proestro y
estro. Algunos autores definen al diestro-1 como metaestro y el diestro-2 como
diestro (Kilen y Schwartz, 1999).

La etapa de diestro-1 tiene una duracion de 6 a 8 horas y las
concentraciones de la LH, FSH, los estrOgenos y progesterona son menores en
comparacion con otros dias del ciclo (Fig. 9). En el ovario se observan foliculos
en todas las etapas de crecimiento, excepto los foliculos preovulatorios normales;
en caso de que se observe este tipo de foliculos, todos son atrésicos. Los
cuerpos luteos de formacion reciente son la principal fuente de secrecion de
progesterona y ésta hormona al igual que el estradiol secretado por los foliculos
maduros, modulan de manera inhibitoria la secrecion de gonadotropinas. La
vascularizacion y motilidad del Utero son menores que lo observado en otros dias
del ciclo estral. Durante este dia comienza la regresion funcional del cuerpo lateo,
siempre y cuando no haya habido cépula; que en algunos roedores estimula la
liberacién de prolactina. En la tarde de ese dia comienza el aumento muy gradual
de la secrecion de estradiol por los foliculos en crecimiento. En el exudado de la
mucosa vaginal (frotis vaginal) se aprecia la presencia de leucocitos y algunas

células cornificadas (Smith y col., 1975).

La etapa de diestro-2 dura de 55 horas. Al igual que la fase de diestro-1,
los esteroides ovaricos modulan de manera inhibitoria la secrecion de
gonadotropinas; estas a su vez estimulan el crecimiento folicular. La FSH estimula
la division mitética de las células de la granulosa, efecto que es potenciado por el
estradiol, lo que se traduce en el crecimiento y diferenciacién de los foliculos que
ovularan en ese ciclo. La concentracion plasmatica de estrogenos aumenta en la
tarde de este dia (Fig. 9), resultado de la estimulacién de la enzima aromatasa

por la FSH. El cuerpo Iiteo continla en proceso de regresion. El Utero es
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pequeno y su contractilidad es muy baja. En un exudado de la mucosa vaginal
(frotis vaginal) se observa la presencia de leucocitos y algunas células redondas

con nucleo central (Kilen y Schwartz, 1999; Smith y col., 1975).

El proestro tiene una duracion de 12 a 14 horas. Los foliculos han llegado
al estado de foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de estradiol.
En este momento se produce un cambio en la participacion del estradiol como
hormona que modula la secrecion de gonadotropinas, al pasar de tener un efecto
modulador inhibitorio, a un efecto modulador estimulante. En la mafiana de este
dia la concentracion plasmatica de estradiol aumenta bruscamente hasta alcanzar
un maximo y luego desciende en el trascurso de dos a tres horas (Fig. 9). A este
proceso de aumento y descenso bruscos de la concentracibn hormonal se le
describe como “incremento hormonal” (Kilen y Schwartz, 1999; Smith y col.,
1975).

En esta etapa los estrogenos y posteriormente la progesterona estimulan la
actividad de las neuronas secretoras de GnRH, lo que aunado al aumento de la
actividad noradrenérgica de neuronas del propio hipotalamo y del locus coeruleus,
y a un descenso de la actividad inhibitoria de las neuronas GABAérgicas, resulta
en un aumento de la frecuencia y amplitud de la secrecion de GnRH, lo que a su
vez estimulan la liberacién preovulatoria de FSH y LH lo que genera los
incrementos preovulatorios de FSH y LH. El aumento en la liberaciéon de FSH
ocurre ligeramente antes que el de LH. En la tarde de este mismo dia, se
alcanza las maximas concentraciones de estas hormonas (Kilen y Schwartz,
1999; Smith y col, 1975).
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Figura. 9: Concentracidon de progesterona, prolactina, 17-f estradiol, LH y FSH obtenido del
plasma periférico cada 2 horas de intervalo en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada punto
representa la media + e.e.m. de la concentracién de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras negras
representan las horas de oscuridad en el que se encuentran los animales (18:00 — 06:00 h)
(Tomada de Freeman, 1994).
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El aumento en la concentracion plasméatica de LH estimula la sintesis de
plasmindégeno en el ovario, lo que inicia los mecanismos celulares que llevan al
rompimiento de la pared del foliculo y permite que el ovocito pueda ser expulsado
horas mas tarde (ovulacion). El foliculo y la glandula intersticial aumentan la
secrecion de progesterona, la cual favorece la secrecion de GnRH y por ende la
ovulacion. La LH también estimula la luteinizacion del foliculo post-ovulatorio. El
Utero, por efectos del estradiol, se hace extremadamente contractil. En un
exudado de la mucosa vaginal (frotis vaginal) se observa la presencia de células
epiteliales nucleadas y pocas células escamosas (Kilen y Schwartz, 1999; Smith y
col, 1975).

En la madrugada del estro ocurre la ovulacion y los 6vulos se encuentran
en el oviducto. Se observa un segundo incremento en la concentracion de FSH, el
cual es importante en el reclutamiento de los foliculos que pasan de los foliculos
primordiales a primarios. El foliculo postovulatorio comienza a estructurarse como
cuerpo lateo, mientras que varios foliculos secundarios comienzan a acelerar su
crecimiento y ovularan en el proximo ciclo. En la mucosa vaginal se encuentran
numerosas mitosis, que desplazan a las capas mas superficiales (epitelio
escamoso Yy cornificado), que son exfoliados a la luz de la vagina. La presencia de
estas células en el frotis vaginal es indicativa del estro y sefial de probable
ovulacion (Kilen y Schwartz, 1999; Smith y col., 1975).
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Asimetrias

Hay evidencias de que la mayor parte de los érganos endocrinos pares
presentan asimetria. La expresion “asimetria funcional’, alude a las diferencias
puestas de manifiesto por las partes constituyentes de los llamados érganos
pares en sus respuestas ante un estimulo. Tales diferencias entre los érganos
derecho e izquierdo, puede observarse en humanos y en los animales silvestres y
como consecuencia de una condicion patoldégica o cuando los animales son

sometidos a ciertos procedimientos experimentales (Dominguez y col., 2003).

La asimetria ovarica alcanza su maxima expresion en las aves, donde sélo
el ovario izquierdo es funcional. La gonada derecha se reduce a una capa de
tejido localizado por debajo de la vena cava (Cruz y col., 2001; Dominguez y col.,
2003).

Desde el punto de vista anatémico, el riego sanguineo que recibe cada
ovario se origina de fuentes diferentes. La cantidad de somas neuronales que
envian o reciben fibras nerviosas es diferente. Desde el punto de vista funcional
existen numerosas diferencias entre los ovarios, las que se pueden resumir en los
siguientes parametros: en la rata el niumero de ovocitos que libera el ovario
izquierdo es mayor que en el derecho; en otras especies el ovario con mayor

capacidad ovulatoria es el derecho (Cruz y col., 2001).

En el caso de los mamiferos, las diferencias ovaricas pueden ser
observadas en los murciélagos, donde la ovulacion ocurre predominantemente en
la gonada derecha; el ovario contralateral tiene la capacidad de ovular solo si se
extirpa el ovario dominante (Cruz y col., 2001). En la musarafa diente blanco, el
ovario izquierdo juega un papel dominante sobre el ovario derecho. En la cerda se
han observado diferencias bioquimicas entre los cuerpos lateos del ovario

derecho y del izquierdo. (Cruz y col., 2001; Gerendai y Halasz., 1997).
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En humanos, el ovario derecho recibe mayor inervacién que el ovario
izquierdo y la sangre venosa del ovario derecho llegan a la vena cava inferior,
mientras que la vena del ovario izquierdo entra en la vena renal izquierda. El
ovario derecho se desarrolla mas temprano que el izquierdo (Cruz y col., 2001,

Dominguez y col., 2003).

Montiel en el 2006, realizé ovariectomias unilaterales a ratas a las 13:00 h
del diestro-1 y que fueron sacrificados una hora después de la cirugia. Los
animales que mantuvieron el ovario izquierdo in situ no presentaron cambios
significativos en la concentracion sérica de E; respecto a la de los animales con
laparotomia, mientras que, en los animales que conservaron el ovario derecho in

situ se presentd disminucién de la concentracion sérica de E,.

Se tienen evidencias de que la perforacién del peritoneo del lado izquierdo
(PPI) resulté en menor concentracion de E; en los dias del diestro o proestro. En
los animales con perforacion del peritoneo del lado derecho (PPD) en el diestro-2
se observdé mayor concentraciéon de la hormona, pero en proestro resultdé en
menor concentracion de la misma. Cuando la perforacién del peritoneo se realizd
en el lado izquierdo y derecho (perforacion bilateral del peritoneo: PPB) en los
dias del diestro no se observaron diferencias significativas en la concentracion de
estradiol mientras que en el dia del estro se observé disminucién en la

concentracion del esteroide (Palafox, 2007).

En los animales con ovariectomia unilateral que mantuvieron el ovario
derecho in situ la concentracion de estradiol en el dia del proestro fue menor
respecto a la de los animales con PPIl. En los que permanecié el ovario izquierdo
in situ el resultado dependié del dia del ciclo estral en el que se realizé la cirugia;
en el dia del diestro-1 no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de la hormona; en el dia del diestro-2 se observdG menor
concentracion de estradiol, mientras que en el dia del proestro result6 en mayor
concentracion de la hormona. Cuando a los animales se les extirparon ambos
ovarios se observo menor concentracion de estradiol en los dias del ciclo en que
se realiz0 la cirugia, en comparacion con los resultados obtenidos en el
grupo con PPB (Palafox, 2007).
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Con base en dichos resultados, la autora sugiere que la capacidad de
secrecion de estradiol por parte de los ovarios varian durante el ciclo estral y es
diferente para cada ovario: en diestro-2 seria de tipo inhibitorio sobre el ovario
derecho, mientras que, en el dia del proestro la regulacién seria de tipo
estimulante sobre el ovario izquierdo (Palafox, 2007).

Inervacion del ovario

Existen evidencias de que los 6rganos pares reciben distinta informacion nerviosa
y por ende, para explicar las diferencias en las capacidades secretoras de los
organos pares, se ha propuesto que las funciones de los ovarios son reguladas en

parte por la inervacién que reciben.

Aungue existen variaciones considerables entre las especies, los ovarios
de los mamiferos estan inervados por fibras simpaticas, parasimpaticas y por
neuronas sensoriales aferentes cuyos somas estan localizados por debajo de los
ganglios de la raiz dorsal torcica y por arriba de la lumbar y en el ganglio nodoso

del nervio vago (Gerendai, 1997).

Las fibras llegan al ovario via nervio ovarico superior (NOS) que viaja a lo
largo del ligamento suspensorio y el plexo nervioso ovarico acompafiando a las
arterias ovaricas. Los nervios simpaticos se originan por debajo de la raiz toracica

de la columna vertebral (Gerendai, 1997).

En la rata, el plexo ovérico corre a lo largo de la arteria y vena ovarica y sus
fibras inervan principalmente la vasculatura ovéarica (Burden, 1985; Dissen y
Ojeda, 1999). El nervio ovarico superior es un nervio predominantemente
noradrenergico y se encuentra en el borde libre del ligamento suspensor e inerva
al ovario, al oviducto y la porcion rostral del atero (Fig. 10) (Dissen y Ojeda, 1999;
Lawrence y Burden, 1980).
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Figura. 10: Representacion esquematica de la trayectoria del nervio ovarico superior (NOS) desde
su origen en neuronas postganglionares localizadas en el complejo ganglionar celiaco-mesentérico
superior y extendiéndose a lo largo del ligamento suspensorio para arribar al ovario. El NOS
forma parte de la informacién simpéatica que recibe el ovario y es su principal via de inervacion

noradrenérgica (Tomada de Lawrence y Burden, 1980).
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La noradrenalina y el VIP, dos neurotransmisores contenidos en los nervios
ovaricos, estimulan la produccion de esteroides ovaricos. Ambos aumentan la
secrecion de progesterona y androgenos, pero el VIP estimula la produccion de
estradiol. La noradrenalina también facilita el efecto estimulatorio de las
gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica. Recientes experimentos han
mostrado que VIP y noradrenalina contribuyen a la diferenciacion bioquimica de
los nuevos foliculos al inducir la formacion de receptores a FSH, de tal forma que
el foliculo adquiere la capacidad de responder a las gonadotropinas (Dissen y
Ojeda, 1999; Gerendai, 1997).

La importancia de los nervios ovaricos intrinsecos sobre el desarrollo
folicular ha sido mostrada por experimentos en los que la inervacion simpatica del
ovario neonatal se elimina por inmunoneutralizacién del factor del crecimiento
neural (NGF). En esos animales se retrazé el desarrollo folicular y la pubertad y
disminuyo la concentracion de estradiol. Asi el sistema nervioso afecta procesos
especificos de la funcidn ovarica, facilitando la accion estimulatoria de las
gonadotropinas sobre el desarrollo folicular y la esteroidogénesis ovarica (Dissen
y Ojeda, 1999).

Por estudios histologicos se ha mostrado que el ovario derecho es mas rico
en inervacion simpatica que el izquierdo (Klein y Burden, 1988). La inervacion
ovarica tiene un papel en la regulacién de la ovulacibn compensadora y la
hipertrofia ovarica. En ratas a las que se les ha extirpado el ovario derecho, la
seccion del nervio vago izquierdo incrementa la proporcién de animales ovulantes,
el namero de ovocitos liberados y estimula la hipertrofia compensadora del ovario;
la seccién del nervio vago en ratas con extirpacion del ovario izquierdo disminuye
los parametros antes mencionados. En ratas con ovariectomia unilateral, la
hipertrofia compensadora ovarica se reduce por la seccion bilateral del nervio

vago (Chavez y col., 1987).
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La sintesis de noradrenalina por el ovario en la fase folicular disminuye por
la inyeccion de gonadotropinas de suero de yegua prefiada (PMSG) (Aguado,
2002). En cambio, la inyeccion intrabursal de noradrenalina o de agonistas
adrenérgicos resultd en el incremento del nUmero de cuerpos luteos en ratas

prepuberes tratadas con PMSG (Aguado, 2002).

Se ha postulado que las funciones de los ovarios son moduladas por la
inervacion desde etapas muy tempranas del desarrollo (Forneris y Aguado, 2002;
Morales y col, 1993, 1998; Moran y col, 2000) y que en el animal adulto varia
durante el ciclo estral y se considera al Nervio Ovarico Superior (NOS) como la
via nerviosa que regula las funciones del ovario (Chavez y Dominguez, 1994;
Erskine y Weaver, 1988; Flores y col, 2008; Luna y col, 2003; Riboni, 2002,
2002b; Weiss y col 1982).

En el cuyo recién nacido, el bloqueo del desarrollo de la inervaciéon
simpatica por inmunoneutralizacion del factor de crecimiento nervioso (NGF, por
sus siglas en inglés), resulté en el retraso del desarrollo folicular, la pubertad, y
disminucién de la secrecion de estradiol. Este resultado es interpretado como
prueba de que el sistema nervioso modula procesos especificos de la funcion
ovarica y facilita la accion estimulatoria de las gonadotropinas sobre el

crecimiento folicular y la esteroidogénesis (Dissen y Ojeda, 1999).

En la rata prepuber la simpatectomia quimica con guanetidina, disminuye la
secrecion de estrégenos y LH, retrasa la edad de la primera ovulacion, altera el
desarrollo folicular y los ciclos estrales subsecuentes (Lara y col., 1990; Lara y

col., 1991; Albuquerque-Araujo y col., 1995).

La denervacion noradrenérgica periférica, inducida por la administracion de
sulfato de guanetidina, resulta en una disminucion significativa en el contenido de
noradrenalina ovarica, efecto mayor en el ovario izquierdo que en el derecho. En
esos animales la concentracion de estrégenos, asi como el tamafio de los
foliculos fueron diferentes, dependiendo de la etapa del ciclo estral en el que

fueron realizados (Trujillo y Riboni, 2002).
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Efectos de la seccidn del Nervio Ovarico Superior

En la rata prepuber, la seccion unilateral del NOS provoca la disminucion del
namero de ovocitos liberados por el ovario denervado. Esta respuesta varia con la
edad del animal y el lado del NOS seccionado, es decir, el NOS modula la
respuesta ovulatoria de manera estimulante y lateralizada. Este efecto no se
observa al seccionar el NOS bilateralmente (Morales y col., 1993). Sin embargo,
ratas de 32 dias con previa denervacion bilateral y tratados con gonadotropinas,
la ovulacion fue 50% mas baja en el ovario derecho que en el izquierdo (Morales y
col., 1998). Estos resultados indican que el NOS modula la capacidad de
respuesta de los ovarios a las gonadotropinas de manera estimulante y asimétrica
(Dominguez, 2003).

En la rata adulta, la seccién del ligamento suspensorio disminuye el
contenido de noradrenalina ovarica y no se observa la presencia de nervios

perivasculares (Burden y Lawrence, 1980).

La seccion del NOS del lado izquierdo o del lado derecho en la etapa del
diestro-1 no resulté en cambios en la concentracién sérica del E;, respecto a la

observada en los animales con laparotomia (Montiel, 2006).

En el dia del diestro-1, la extirpacion del ovario en un animal con seccion
unilateral del NOS afecta de manera asimétrica la respuesta aguda de la
secrecion de E,. En los animales en los que se extirp6 primero el ovario derecho y
posteriormente se les secciond el NOS del lado izquierdo (Ol in situ +NOS-I) se
presentd aumento en la concentracion sérica de E,; en comparacion de las ratas
gue sélo se les extirp6 el ovario derecho. Al invertir el orden de la cirugia (NOS-
[+0Ol in situ) se observé aumento de la concentracion sérica del esteroide (Montiel,
2006). Los resultados son interpretados como indicacion que el NOS izquierdo
lleva informacion que regula de forma inhibitoria la secrecion de estradiol
secretada por el ovario izquierdo, mientras que el NOS derecho no participaria en
la regulacién de la secrecién de estradiol (Montiel y col., 2005).
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En los animales que se les extirpd el ovario derecho y luego se les
secciono el NOS del lado derecho (Ol in situ + NOS-D) se observé aumento en la
concentracion sérica de E, respecto a la de los animales con ovariectomia
derecha. Cuando se invirti6 el orden de la operacion, es decir, primero se
secciond el NOS del lado derecho y luego se extirpé el ovario derecho no se
observaron cambios en la concentracion sérica del esteroide (Montiel, 2006).

Cuando los animales se someten a la extirpacion del ovario izquierdo y
luego a la seccidon del NOS del lado izquierdo (OD in situ + NOS-I), aumento la de
estradiol respecto a la de los animales con el ovario derecho in situ. Si en la
operacion primero se secciona el NOS del lado izquierdo y luego se elimina el
ovario izquierdo (NOS-I+ OD in situ) aumenta la concentracion de estradiol
(Montiel, 2006).

En aquellas ratas en las que se extirpd primero el ovario izquierdo y
posteriormente se les seccioné el nervio derecho (OD in situ +NOS-D) se
presentdé aumento en la concentracion sérica de estradiol en comparacion de las
ratas que solo se les extirp6 el ovario derecho. Al invertir el orden de la cirugia
(NOS-D+0OD in situ) no se observd cambios en la concentracion sérica del
esteroide (Montiel, 2006).

Mendoza (2007) mostré que en el dia del diestro-2 la fuente principal de
estradiol son los ovarios, que en los animales enteros, el NOS izquierdo regula de
manera inhibitoria la secrecion de E;, que si hay asimetria en la informacion que

llega y sale del ovario por medio del NOS.

Gallegos (2005) mostré que la seccion del NOS del lado izquierdo en el dia
del proestro a las 13:00 h resulta en disminucion de la concentracion de E;
respecto a la de los animales con laparotomia cuando es evaluada una hora
después de la cirugia; mientras que la seccién del NOS del lado derecho no

resulté en modificaciones.
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Los grupos de animales sometidos a la estimulacion mecéanica o a la
seccion del NOS del lado izquierdo o del lado derecho en el dia del estro a las
13:00 h presentaron disminucién de la concentracion de E;, en relacion a la del
grupo sometido a la laparotomia cuando los animales fueron sacrificados una

hora después de la cirugia (Reyes, 2007).

En los animales que en el dia del estro se les realizO ovariectomia
izquierda (queda el ovario derecho in situ) seguida de la seccion del NOS del lado
izquierdo (ovario derecho in situ inervado) no se observdO cambios en la
concentracion sérica del estradiol respecto a la de los animales con ovariectomia.
A diferencia de ello, en aquellos que se les practicO ovariectomia izquierda
seguida de la seccién del NOS del lado derecho (permanece el ovario derecho in

situ denervado) disminuy6 la concentracion del estradiol (Reyes, 2007).

En los animales que se les realizé ovariectomia derecha (queda el ovario
izquierdo in situ) seguida de la seccion del NOS del lado derecho (ovario izquierdo
in situ inervado) no se observdé cambios en la concentracion sérica del estradiol
respecto a la de los animales con ovariectomia. Los resultados de este estudio
nos permiten corroborar que en la rata, la informacién neural que llega por el NOS
actia de manera estimulante y asimétrica sobre la secrecion de la hormona
(Reyes, 2007).

El efecto de la seccion del NOS derecho en animales con ovariectomia
izquierda en el dia del proestro result6 en menor numero de ovocitos liberados,
mientras que no se modifico la tasa de animales ovulantes y la concentracion de
progesterona y 17-f estradiol. Los resultados indican que el NOS derecho modula

de manera estimulante la ovulacién (Velasco, 2007).

El andlisis de los efectos de la seccion unilateral o bilateral del NOS indica
qgue la informacion nerviosa que llega por este nervio modula la respuesta del
ovario a las gonadotropinas, asi como la secrecion de hormonas ovaricas y la
ovulacion (Dissen y Ojeda, 1999). En la rata adulta, la seccion unilateral del NOS

resulta en la disminucion o en la falta total de ovulacién por el ovario denervado, y



MARCO TEORICO

los efectos sobre la ovulacion varian segun el dia del ciclo estral en el que se

halla realizado la seccién (Chavez y Dominguez, 1994; Aguado y Ojeda, 1984).

En ratas adultas la seccion bilateral del NOS, en la mafana del proestro,
resulta en la disminucion aguda de la secrecién de E,. Asimismo, el tratamiento
realizado a las 16:00 horas, resulta en el aumento de la concentracion de
progesterona y no modifica la de E,. La seccion del NOS durante el estro no
altera las concentraciones de esteroides, ni el flujo sanguineo (Aguado y Ojeda,
1984).

La estimulacion eléctrica del NOS causa la liberacién de progesterona del
ovario de ratas en el dia del diestro. Inversamente, cuando se realiza la seccion
del NOS en ratas en el dia del proestro, resulta en una repentina caida en la
concentracion de progesterona y estradiol en el afluente de la vena ovarica
(Aguado, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos se ha mostrado que los efectos agudos de la anestesia,
la perforacion uni o bilateral del peritoneo, asi como los de la ovariectomia uni o
bilateral sobre las concentraciones séricas de estradiol varian durante el ciclo
estral. Ademas, que los efectos dependen del lado en que se realiza la perforacion
del peritoneo o la extirpacién glandular, lo cual indica la existencia de asimetria en

las capacidades secretoras de hormonas por parte de los ovarios.

Para explicar las diferencias en las capacidades secretoras de los Organos
pares, se ha propuesto que las funciones de los ovarios son reguladas en parte
por la inervacion que reciben ya que existen evidencias de que los érganos pares

reciben distinta informacion nerviosa.

El Nervio Ovérico Superior es una de las vias nerviosas que comunican al
ovario con el sistema nervioso central, por medio del ganglio celiaco-mesentérico
superior, lo que hace posible suponer que esta via nerviosa participa en la
regulacion de los cambios en la secrecion hormonal que se suceden al extirpar

uno de los ovarios en cada etapa del ciclo estral.

Puesto que la participacion de la inervacidn en los mecanismos que
regulan las funciones del ovario varian en funcion del dia del ciclo estral, en este
estudio se propuso analizar los efectos agudos de la seccion unilateral o bilateral
del Nervio Ovérico Superior en animales a los que se les extirpara uno o ambos
ovarios en los dias del diestro-1 o diestro-2 de la rata adulta, sobre la secrecion

sérica de estradiol como indicador de la funcidon secretora de los ovarios.
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Hipotesis

HIPOTESIS

Dado que el Nervio Ovarico Superior inerva a los ovarios y modula su respuesta
a las gonadotropinas y es una via de comunicacion neural entre ellos (los ovarios)
y el Sistema Nervioso Central, entonces, la denervacién de uno o ambos ovarios
producida por la seccion uni o bilateral del nervio ovarico superior afectara de
manera diferente e inmediata la secrecion de estradiol lo que dependera de la

etapa del ciclo estral de la rata en que se realice la denervacion.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Analizar de la participacion del Nervio Ovarico Superior sobre la

concentracion sérica de 17 B-estradiol secretada por los ovarios de la rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1.- Analizar los efectos agudos de la ovariectomia unilateral o bilateral
realizada en los dias del diestro de la rata sobre las concentraciones séricas de

17 B-estradiol, el peso del Gtero y el ovario in situ.

Objetivo 2.- Analizar los efectos provocados por la estimulacion (presion
mecanica) uni o bilateral del NOS sobre las concentraciones séricas de 17 [3-

estradiol, el peso del utero y los ovarios.

Objetivo 3.- Analizar los efectos agudos de la seccion uni o bilateral del NOS
sobre las concentraciones séricas de 17 B-estradiol, el peso del atero y los

ovarios.

Objetivo 4.- Analizar los efectos agudos de la seccion unilateral del NOS en
animales con ovariectomia unilateral sobre las concentraciones séricas de 17 B-

estradiol, el peso del utero y el ovario in situ.

Objetivo 5.- Analizar los efectos agudos de la ovariectomia unilateral en animales
con seccion unilateral del NOS sobre las concentraciones séricas de 17 -

estradiol, el peso del utero y el ovario in situ.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa CIlIZ-V, de tres meses de
edad (195-225 g de peso), mantenidas en condiciones controladas de iluminacion
(luz de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al agua y al alimento (Purina S.A.,
México). Se les tomé el frotis vaginal diariamente y sélo se utilizaron aquellos
animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias. A las 13:00 h
en el dia del diestro-1 o diestro-2, los animales fueron destinados a algunos de los
siguientes grupos experimentales y sacrificados 24 horas después de la
intervencién quirdrgica (13:00 h) del dia siguiente.

GRUPOS EXPERIMENTALES (10 animales en cada grupo):

Grupo Testigo: Ratas ciclicas intactas fueron sacrificadas a las 13:00 horas en

los dias del diestro-2 o proestro.

Grupo _con_Anestesia: Con el fin de analizar los efectos provocados por la

anestesia sobre las concentraciones plasmaticas de E», un grupo de ratas fueron
anestesiadas con éter durante 3 a 4 minutos, que es el tiempo que se necesito

para realizar las cirugias.

Grupo con Laparotomia (PP): Para estudiar la accién que provoca la anestesia

seguida de la laparotomia, las ratas que fueron anestesiadas con éter y se les
realiz6 una incision ventral en el centro de la cavidad peritoneal
(aproximadamente 1 cm. por debajo de la ultima costilla) se corto piel, musculo y
peritoneo, sin tocar organos internos. Posteriormente, se suturd la herida por

planos.

Grupos con Ovariectomia: A ratas en las mismas condiciones experimentales que

el grupo con PP se les extirp6 el ovario izquierdo (Ovx-1, ovario derecho in situ),
el ovario derecho (Ovx-D, ovario izquierdo in situ) o extirpar ambos ovarios

(castracion).
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Materiales y Métodos

Grupos con Operacion Estimulacion del Nervio Ovarico Superior (SNOS): A ratas en

las mismas condiciones experimentales que el grupo con PP se les exteriorizo el
ovario y una vez identificado el ligamento suspensorio se presiond el NOS
ligeramente con unas pinzas kelly, aproximadamente a 1 cm de altura del ovario.
Esta operacion se hizo en el NOS del lado izquierdo (SNOS-I), derecho (SNOS-D) o
de ambos lados (SNOS-B). Cabe aclarar que se presiond el nervio por un segundo, a

modo que no se fuera a dafiar o seccionar.

Grupos con Seccion del Nervio Ovarico Superior (NOS): A ratas en las mismas

condiciones experimentales que el grupo con PP se les secciond el NOS del lado
izquierdo (NOS-I), derecho (NOS-D), o de ambos lados (NOS-B).

Grupos con Seccién del Nervio Ovarico Superior vy ovariectomia unilateral (NOS +

Hovx) ipsilateral o contralateral al ovario in situ: Con el propdsito de conocer el papel

gue tiene el NOS sobre la secrecién de la hormona esteroide en el ovario inervado y
denervado, alos animales se les secciono el NOS-1 y se extirp0d el ovario izquierdo
(NOS-I + Hovx-l; operacion contralateral) o el ovario derecho (NOS-I + Hovx-D;
operacion ipsilateral). A otros grupos de ratas se les secciono el NOS derecho y se
les extirpd el ovario derecho (NOS-D + Hovx-D; operacion contralateral) o el ovario
izquierdo (NOS-D + Hovx-I; operacion ipsilateral).

Procedimiento de autopsia

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se recolecto la
sangre del tronco, la cual se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos
y se centrifugdb a 3000 rpm durante 15 minutos. Una vez terminada la
centrifugacion se separé el suero del botén celular y fue almacenado a -20C,

hasta la cuantificacién de la concentraciéon de la hormona.
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CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES EN SUERO

La cuantificacion del 17 B-estradiol se realiz6 por radioinmunoandlisis de
fase sélida, para lo cual se utilizé un estuche (Coat-A-Count, USA), que consisti
de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de
hormona marcada (**I-Estradiol) y calibradores para la realizacién de la curva
patrén (Estradiol: 2.5, 5, 10, 20, 50, 150, 250, 500, 900 pg/ml). A cada tubo se le
adicionaron 100 pl de suero problema, mas 1000 pl de la hormona marcada,
todos los tubos se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante tres
horas. Posteriormente se decanto el sobrenadante de cada tubo, se secaron las
paredes del mismo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su

analisis. La concentracion de la estradiol se expreso en pg/ml de suero.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de las concentraciones seéricas de las hormonas fueron
analizados mediante la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA), seguida de la
prueba de Tukey. En los casos en que se compararon dos grupos, el analisis se
realiz6 por medio de la prueba “t" de Student. En todos los casos soélo se
aceptaron como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fuera
igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

EFECTOS DE LA ANESTESIA O DE LA LAPAROTOMIA VENTRAL

En los animales sometidos a la laparotomia ventral en el dia del diestro-1
se observdO menor concentracion sérica de 17p-estradiol respecto a la de los
animales intactos, mientras que la anestesia o la laparotomia en el diestro-2 no

resulto en alteraciones en la concentracion del esteroide (Gréafica 1).
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Gréfica 1. Media + e.e.m. de la concentracién sérica de 17 - estradiol en animales intactos,
anestesiados o con laparotomia a las 13:00 h en el dia diestro-1 o diestro-2 y sacrificados
24 horas después de la cirugia.

La laparotomia en el diestro-1 resulté en mayor peso corporal y menor
masa ovarica respecto a la de los animales sometidos a la anestesia (Tabla 1). La
anestesia en el dia del diestro-2 resulté en disminucion del peso corporal y mayor

masa ovarica respecto a la de los animales intactos (Tabla 2).

Tabla 1: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Utero de animales
sometidos a anestesia o a la laparotomia a las 13:00 h del diestro-1 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovaérica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C))
Intacto © 10 | 256.4+7.9 10 21.6+1.3 10 134.2+ 7.2
Anestesia 10 | 244.746.0 10 25.1+0.8 10 153.4+10.2
Laparotomia 10 | 273.145.44 9 20.5+0.94 10 128.3+11.9

©intactos sacrificados en el dia del diestro-2 a las 13:00 h.
*p<0.05 vs. Grupo Intacto (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey); #p<0.05 vs. Grupo sometido a la
anestesia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Tabla 2: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Utero de animales
sometidos a anestesia 0 a la laparotomia a las 13:00 h del diestro-2 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovérica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Intacto 10 275.045.3 10 25.8+0.9 10 170.4% 6.2
Anestesia 10 242.1+7.4* 10 30.3+1.2* 10 196.3+18.4
Laparotomia 10 | 252.5+7.4 10 27.4+1.5 10 169.1+10.5

©intactos sacrificados en el dia del proestro a las 13:00 h.
*p<0.05 vs. Grupo Intacto (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

EFECTOS DE LA ESTIMULACION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR (SNOS)

g g

Figura 11: Esquema de la cirugia de la estimulacion del NOS unilateral del lado izquierdo o

derecho.

En los animales sometidos a la estimulacion del NOS en ambos dias del
diestro no se observaron cambios en la concentracion sérica del 17 B-estradiol

con respecto a la del grupo con laparotomia (Gréfica 2).
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Gréfica 2. Media * e.e.m. de la concentracion sérica de 17 B-estradiol en animales con
laparotomia, estimulacién del nervio ovarico superior del lado izquierdo 6 derecho a las
13:00 h en el dia diestro-1 o diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.
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La estimulacién mecanica del NOS del lado izquierdo o del lado derecho en
el dia del diestro-1 resulté en disminucion del peso corporal respecto al del grupo
de animales con laparotomia, lo que se acompafd de aumento del peso de los
ovarios (Tabla 3). Estos procedimientos quirdrgicos en el dia del diestro-2 no
resultaron en cambios en los parametros cuantificados (Tabla 4).

Tabla 3: Media * e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Utero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo
(SNOS-I) 6 derecho (SNOS-D) a las 13:00 h del dia del diestro-1 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovarica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 273.1+54 9 20.51£0.9 10 128.3+11.9
SNOS-I 10 | 241.6%4.2* 10 26.0+0.9* 10 130.0+ 3.9
SNOS-D 10 | 253.0+6.1* 10 27.2+1.1* 10 119.6+ 6.4

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Tabla 4: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo
(SNOS-I) 6 derecho (SNOS-D) a las 13:00 h del dia del diestro-2 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovarica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C)) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 | 252.5+7.4 10 27.4+1.5 10 169.1+10.5
SNOS-I 10 | 257.019.6 10 27.6x1.7 10 188.7+26.0
SNOS-D 10 | 258.2+7.6 10 28.4+1.8 10 145.6+ 7.2
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EFECTOS DE LA SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR (NOS)
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Figura 12: Esquema de la cirugia de la seccion del NOS unilateral del lado izquierdo o derecho.

La seccion del NOS del lado derecho en ambos dias del diestro no se
tradujo en alteraciones en la concentracion del esteroide con respecto a la de los
animales sometidos a la laparotomia. A diferencia de ello, la seccion del NOS del
lado izquierdo s6lo en el diestro-2 se tradujo en disminucion de la secrecion de

estradiol (Grafica 3).

Diestro-1 Diestro-2

B 60 60 -
= 2
£ E
= 40 = 40 -
E =
7 Z
;_:I_} =]
= 20 Lo20 -
L L

0 - o -

a [,;]]);1]'1'|I‘f'|]|]1;] [ RNERS| aNis-I aLaparotomn ENOS-1 BNOs-T

p=0.05 vs. Grapo sometide ala lapaotomia (ANDEVA sequida de la prueba de Tukey).

Gréfica 3. Media * e.e.m. de la concentraciéon sérica de 17 B-estradiol en animales con
laparotomia o sometidos a seccién del Nervio Ovérico Superior del lado izquierdo (NOS-I) 6
lado derecho (NOS-D) a las 13:00 h en el dia diestro-1 o diestro-2 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.
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La falta de la informacién nerviosa que llega a cada ovario en el dia del
diestro-1 resulté en menor peso corporal y en mayor masa ovarica respecto a la
del grupo con laparotomia (Tabla 5).

Tabla 5: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con

laparotomia, sometidos a la seccion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (NOS-I) 6
derecho (NOS-D) a las 13:00 h del dia del diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la

cirugia.
GRUPO n PC n Masa Ovarica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 | 273.1#54 9 20.5+0.9 10 128.3+¥11.9
NOS-I 10 | 245.7+4.1* 10 24.7+0.8* 10 123.8+14.3
NOS-D 10 | 248.145.9* 10 24.6+1.3* 10 153.2+£14.5

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

En el dia del diestro-2, la falta de informacion neural del lado derecho
resulté en disminucion del peso corporal de los animales que se acompafid de
aumento en el peso de los ovarios respecto a la del grupo de ratas con

laparotomia o con seccion del NOS del lado izquierdo (Tabla 6).

Tabla 6: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la seccién del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (NOS-I) 6
derecho (NOS-D)a las 13:00 h del dia del diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la

cirugia.
GRUPO n PC n Masa Ovérica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 | 252.5+7.4 10 27.4+1.5 10 169.1+10.5
NOS-I 10 | 253.246.3 10 28.2+1.8 10 145.4+ 8.9
NOS-D 10 | 240.6+8.2*4 10 37.5£3.6*4 10 170.4% 6.8

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la Laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey); #p<0.05 vs. Grupo
con seccion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (NOS-I) (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION MECANICA DEL
NERVIO OVARICO SUPERIOR DEL LADO IZQUIERDO CON LA SECCION DEL
NERVIO OVARICO SUPERIOR
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Figura 13: Esquema de la cirugia de la estimulacion del NOS unilateral del lado izquierdo y seccién

del NOS unilateral del lado izquierdo.

En el dia del diestro-1, la estimulacion mecéanica del NOS del lado izquierdo

comparada con la seccion del nervio no se tradujo en alteraciones significativas

de la secrecion de la hormona respecto a la del grupo con laparotomia (Gréfica 4).

Sin embargo, ambos procedimientos quirdrgicos resultaron en menor peso

corporal y en mayor masa ovarica respecto a la del grupo con laparotomia (Tabla

7).
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Gréfica 4. Media = eem. de la
concentracién sérica de 17 [-estradiol en
animales con laparotomia o sometidos a la
estimulacién del nervio ovarico superior
del lado izquierdo (SNOS-I), seccion del
nervio izquierdo (NOS-I) a las 13:00 h en el
dia del diestro-1 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.
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Tabla 7: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo
(SNOS-I) 6 seccion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (NOS-I) a las 13:00 h del
dia del diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovarica N Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C)) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 273.1+5.4 9 20.51£0.9 10 128.3+11.9
SNOS-I 10 | 241.6+4.2* 10 26+0.9.0* 10 130.0+ 3.9
NOS-I 10 | 245.7+4.1* 10 24.7+0.8* 10 123.8+14.3

*p<0.01 vs. Grupo con Laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Cuando se comparan los efectos de la estimulacion mecanica del NOS del
lado izquierdo con los de la seccion del NOS en el dia del diestro-2, se observo
que la reduccién de la concentracion de la hormona es mayor en animales con la
estimulacidon mecanica del nervio comparada con la del grupo con laparotomia
(Grafica 5), pero no se presentaron alteraciones en el peso corporal ni en el de los

organos (Tabla 8).
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*p<0.05 vs. Grupo sometido a la lapartomia (ANDEVAseguida de la prueba de Tukey).

Tabla 8: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo
(SNOS-I) 6 seccion del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (NOS-I) a las 13:00 h del
diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovérica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 252.5+7.4 10 27.4£1.5 10 169.1+10.5
SNOS-I| 10 257.049.6 10 27.6+1.7 10 188.7+26.0
NOS-I 10 253.246.3 10 28.2+1.8 10 145.4+ 8.9
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COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION MECANICA DEL
NERVIO OVARICO SUPERIOR DEL LADO DERECHO CON LA SECCION DEL
NERVIO OVARICO SUPERIOR
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Figura 14: Esquema de la cirugia de la estimulacién del NOS unilateral del lado derecho y seccién

del NOS unilateral del lado derecho.

La estimulacion mecanica o la seccién del NOS del lado derecho en los dias
del diestro no resultd en alteraciones significativas de la concentracion del
esteroide cuando fue evaluado 24 horas después de los procedimientos

quirargicos (Grafica 6).
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Gréfica 6. Media = e.e.m. de la concentraciéon sérica de 17 B-estradiol en animales con
laparotomia o sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho
(SNOS-D) 6 la seccion del Nervio Ovarico Superior (NOS-D) a las 13:00 h en el dia diestro-1 o
diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.
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A pesar de la ausencia de cambios hormonales, en los animales con
estimulacién mecanica del NOS en el dia del diestro-1, se observé aumento en el
peso de los ovarios, mientras que en los animales con seccion del NOS del lado
derecho en la misma etapa del ciclo estral se presentd disminucion del peso

corporal y aumento de la masa ovarica (Tabla 9).

Tabla 9: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho
(SNOS-D) 6 la seccion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (NOS-D) a las 13:00 h
del diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovarica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C)) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 273.145.4 9 20.510.9 10 128.3+¥11.9
SNOS-D 10 253.0+6.1 10 27.2+1.1* 10 119.6x 6.4
NOS-D 10 248.1+5.9* 10 24.6+1.3* 10 153.2+14.5

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Asimismo, el en dia del diestro-2, en los animales con seccion del nervio
ovarico superior del lado derecho se presenté mayor el peso de la masa ovarica
con respecto a los animales con laparotomia o con estimulacion mecanica del
nervio (Tabla 10).

Tabla 10: Media = e.e.m. del peso corporal (PC), la masa ovarica y del Gtero de animales con
laparotomia, sometidos a la estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho
(SNOS-D) 6 la seccion del Nervio Ovérico Superior del lado derecho (NOS-D) a las 13:00 h
del diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC n Masa Ovarica n Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C)) (mg/ 100 g. P.C.)
Laparotomia 10 252.5+7.4 10 27.4+1.5 10 169.1+10.5
SNOS-D 10 258.2+7.6 10 28.4+1.8 10 145.6x 7.2
NOS-D 10 240.6+8.2 10 37.5+3.6*& 10 170.4+ 6.8

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey); &p<0.05 vs. Grupo
sometido a la Estimulacion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (ANDEVA seguida de la prueba de
Tukey).
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EFECTOS DE LA OVARIECTOMIA UNILATERAL
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Figura 15: Esquema de la ovariectomia unilateral izquierdo o derecho

Respecto a las capacidades secretoras de 17p-estradiol de cada ovario, se

observd que en el dia del diestro-1 la extirpacion de cualquiera de los ovarios no

resulté en modificacién de los parametros evaluados respecto a los del grupo

sometido a la laparotomia (Grafica 7 y Tabla 11).
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Tabla 11: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), el ovario

animales con laparotomia o sometidos a la

ovariectomia del lado izquierdo (OVX-I) o
del lado derecho (OVX-D) a las 13:00 h en
el diestro-1 y sacrificados 24 horas

después de la cirugia.

in situ y del Gtero de animales con

laparotomia, sometidos a la ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-1) o del lado derecho (Ovx-
D) a las 13:00 h del dia del diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

PC Ovari(_) Izquierdo Ovariq quecho Utero
GRUPO n in situ in situ
@) (mg/100g.P.C) | (mg/ioogp.c) | (M9/1009.P.C)
Laparotomia 10 | 273.1+5.4 10.5+0.6 10.0+0.6 128.3+11.9
Ovx-I 10 | 252.5+8.0 11.8+0.6 145.1+ 9.6
Ovx-D 10 | 250.5£7.0 11.7+£0.9 152.2+16.7
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En el dia del diestro-2 se observo que cuando queda el ovario izquierdo in

situ (se extirpé el ovario derecho) los animales presentaron disminucion en la

concentracion del esteroide respecto a la de los animales con laparotomia (Grafica

8).

60 4

40 1

20 4

17 Beta-Estradiol (pg/ml)

Diestro-2

Gréfica 8. Media = eem. de la
concentracién sérica de 17 [-estradiol en
animales con laparotomia o sometidos a la
ovariectomia del lado izquierdo (OVX-I) o
del lado derecho (OVX-D) a las 13:00 h en
el diestro-2 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.
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*p<0.05 vs. Laparotomia (ANDEVA seguida de
la prueba de Tukey)

Respecto al peso de los érganos se observé que en los animales con el
ovario derecho in situ se presentdé aumento en el peso del Gtero respecto al de los
animales con laparotomia y con el ovario izquierdo in situ (Tabla 12).

Tabla 12: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario

in situ y del dtero de animales

con laparotomia, sometidos a la ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-I) o del lado derecho
(Ovx-D) a las 13:00 h del dia del diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC Ovario Izquierdo Ovario Derecho
(¢)] in situ in situ Utero
(mg/100g. (mg/100g. (mg/ 100 g. P.C.)
P.C) P.C)
Laparotomia 10 | 252.5+7.4 14.3+1.1 13.1+0.7 169.1+10.5
Ovx-l 10 | 226.4+8.5 15.5+1.1 211.5+15.0*
Ovx-D 10 | 245.0£7.4 14.7+0.8 157.5+ 9.4&

*p<0.05 vs. Grupo sometido a la laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey); &p<0.01 vs. Grupo

con ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-l) (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Resultados

EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS Y LA OVARIECTOMIA DEL LADO
IZQUIERDO

Estos procedimientos experimentales se realizaron para analizar los
resultados que se observan en animales que se les elimina primero la informacién
neural (seccion del NOS del lado izquierdo) y luego se elimina la informacién
hormonal (extirpacion del ovario izquierdo) (Fig. 16) contra aquellos resultados
donde se hace la operacion inversa, es decir, primero quita el aporte hormonal
(Ovx-1) y luego la informacion neural (NOS-I) (Fig. 16); debido a que en la
bibliografia consultada no aclara cual es el orden en que se realizan los

procedimientos quirdrgicos. En ambas cirugias el ovario in situ queda inervado.

[et=S el | O H-I+MNDS-

Ovario derecho in situ inervado Ovario derecho in situ inervado
Figura 16: Esquema de la seccion del NOS unilateral del lado izquierdo con ovariectomia unilateral
del lado izquierdo o la ovariectomia unilateral del lado izquierdo con secciéon del NOS del lado

izquierdo (ipsilateral).
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Como se observa en la Gréafica 9 y en la Tabla 13, en el dia del diestro-1 las
operaciones quirdrgicas antes mencionadas no resultaron en alteraciones

hormonales respecto a lo observado en el animal con ovariectomia del lado

izquierdo.
Gréfica 9. Media += eem de la
Diestro-1 concentracion sérica de 17 B- estradiol en
100 - animales con ovariectomia del lado
= izquierdo (Ovx-1), con seccion del Nervio
£ Ovdérico Superior del lado izquierdo y con
2 801 ovariectomia del lado izquierdo (NOS-I +
‘_o’ Ovx-) o con ovariectomia del lado
5 601 izquierdo y con seccion del Nervio Ovarico
© Superior del lado izquierdo (Ovx-l + NOS-I)
E 20 a las 13:00 h en el diestro-1 y sacrificados
& 24 horas después de la cirugia.
D 201
i
0 .

OOw! BNOSHOw! EHOuwHNCS

Tabla 13: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario in situ y del atero en animales
con ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-l), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado izquierdo y con ovariectomia del lado izquierdo (NOS-I + Ovx-l) o con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccién del Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo (Ovx-l + NOS-I) a

las 13:00 h en el diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC Ovario Derecho Utero
(9) in situ (mg/ 100 g. P.C.)
(mg/ 100 g. P.C.)
Ovx-l 10 252.518.0 11.8+£0.6 145.149.6
NOS-I + Ovx-I 10 250.9+3.4 12.620.7 132.446.2
Ovx-l + NOS-I 10 248.91+4.0 12.3£0.9 129.315.4




Resultados

En el dia del diestro-2 si se elimina primero el aporte hormonal y luego se
elimina la informacién neural resulta en aumento de la concentracién de estradiol
con respecto a la del grupo de animales con ovariectomia unilateral o a la de los
animales que primero se les eliminé el aporte neural y enseguida el aporte

hormonal (Gréfica 10).

Diestro-2
100 -
= e Gréfica 10. Media = eem de la
£ 801 - concentracion sérica de 17 B- estradiol en
g animales con ovariectomia del lado
g 60 4 izquierdo (Ovx-1), con seccién del Nervio
® Ovérico Superior del lado izquierdo y con
E 40 - ovariectomia del lado izquierdo (NOS-I +
& Ovx-l) o con ovariectomia del lado
. izquierdo y con seccion del Nervio Ovarico
~ 20 1 Superior del lado izquierdo (Ovx-l + NOS-I)
; a las 13:00 h en el diestro-2 y sacrificados
0 : . 24 horas después de la cirugia.
OOvxI B NOS-I+Ovx-| EIOVX-1+NOS-I

*p<0.01 vs. Ovx-l 4p<0.05 vs. NOS-I+Ovx-I
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

A pesar de la falta de alteracion hormonal en los animales a los que se les
elimin6 primero la informacién neural y luego el aporte hormonal (NOS-I+Ovx-I),
se presentdé aumento del peso del ovario derecho in situ con respecto al de los

animales con Ovx-1 (Tabla 14).

Tabla 14: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario in situ y del utero en animales
con ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-l), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado izquierdo y con ovariectomia del lado izquierdo (NOS-I + Ovx-l) o con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccion del Nervio Ovérico Superior del lado izquierdo (Ovx-I + NOS-I) a

las 13:00 h en el dia diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC Ovario Derecho in situ Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C)) (mg/ 100 g. P.C))
Ovx-I 10 226.4+8.5 15.5+1.1 211.5+15.0
NOS-I + Ovx-I 10 235.4+4.4 21.6+1.5* 173.5+ 7.8
Ovx-l + NOS-I 10 252.248.0 17.3+1.7 203.1+15.1

*p<0.05 vs. Grupo con ovariectomia izquierda (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS Y LA OVARIECTOMIA DEL LADO
DERECHO

MOS-L+0VH-0 M -DHNOS -

v

1

Ovario izquierdo in situ inervado Ovario izquierdo in situ inervado
Figura 17: Esquema de la seccion del NOS unilateral del lado derecho con ovariectomia unilateral
del lado derecho o la ovariectomia unilateral del lado derecho con seccién del NOS del lado

derecho (ipsilateral).

La seccion del NOS del lado derecho y la extirpacion de la gonada del
mismo lado (Fig. 17) en el diestro-1 se tradujo en disminuciéon de la concentracion
de la hormona respecto a la del grupo con ovariectomia del lado derecho. Este
resultado es similar al observado en los animales que primero se les eliminé el
ovario y luego se secciono el NOS del lado derecho (Fig. 17) (Gréafica 11). A pesar

de dicha reduccion hormonal no se presentaron cambios en los pesos de érganos

(Tabla 15).

80 - _ Gréfica 11. Media + eem. de la
E Diestro-1 concentracién sérica de 17 B-estradiol en
2 60 - animales con ovariectomia unilateral
S derecha (OVX-D) o sometidos a la seccion
§ 40 4 = del nervio ovérico superior derecho con
i ovariectomia unilateral del lado derecho
g 20 4 4“—’—9—‘ (NOS-D + OVX-D)6 animales con la
@ ovariectomia unilateral del lado derecho
- ' con seccién del NOS derecho (OVX-D +

NOS-D) a las 13:00 h del diestro-1 y
B Ovx-D EANOS-D+0vx-D EOvx-D+NOS-D sacrificados 24 horas después de la
cirugia.
*p<0.01 vs. Ovx-D #4p<0.05 vs. NOS-D+Ovx-D
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
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Tabla 15: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario

in situ y del Gtero en animales

con ovariectomia del lado derecho (Ovx-D), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado derecho y con ovariectomia del lado derecho (NOS-D + Ovx-D) o con ovariectomia del
lado derecho y con seccion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-D + NOS-D-)

alas 13:00 h en el diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO N PC Ovario Izquierdo Utero
(9) in situ (mg/ 100 g. P.C))
(mg/ 100 g. P.C))
Ovx-D 10 250.5¢7.1 11.740.9 152.1+16.7
NOS-D + Ovx-D 10 235.749.0 14.0£2.7 129.0+ 7.1
Ovx-D + NOS-D 10 232.9+6.4 14.0+0.8 144.0+ 8.0

Inversamente a lo que sucedio en el diestro-1, la seccion del NOS del lado
derecho y la extirpacion de la gonada del mismo lado en el diestro-2 se tradujo en
aumento de la concentracion de la hormona respecto a la del grupo con
ovariectomia del lado derecho. Este resultado es similar al observado en los
animales que primero se les elimind el ovario y luego se seccioné el NOS del lado
derecho (Gréafica 12), donde ademas se presentd aumento del peso del utero

respecto al de los animales con NOS-D+Ovx-D (Tabla 16).

Diestro-2

~ 80 1 *
= *
= T Il Grafica 12. Media * e.em. de la
= 601 concentracion sérica de 17 [-estradiol en
S animales con ovariectomia unilateral
8 404 derecha (OVX-D) o sometidos a la seccion
M del nervio ovarico superior derecho con
fio Il ovariectomia unilateral del lado derecho
2 201 (NOS-D + OVX-D)6 animales con la
™ ovariectomia unilateral del lado derecho

0 : con seccién del NOS derecho (OVX-D +

NOS-D) a las 13:00 h del diestro-2 y
sacrificados 24 horas después de la
cirugia.

B Ovx-D ONOS-D+Ovx-D EOvx-D+NOS-D
*p<0.01 vs. Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba
de Tukey).

Tabla 16: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario in situ y del Utero en animales
con ovariectomia del lado derecho (Ovx-D), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado derecho y con ovariectomia del lado derecho (NOS-D + Ovx-D) o con ovariectomia del
lado derecho y con seccién del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-D + NOS-D-)

a las 13:00 h en el diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO N PC Ovario Izquierdo Utero
(9) Denervado (mg/ 100 g. P.C.)
(mg/ 100 g. P.C))
Ovx-D 10 245.0£7.4 14.7+0.8 157.5£9.4
NOS-D + Ovx-D 10 245.315.7 18.8+2.8 146.4+3.2
Ovx-D + NOS-D 10 245.8+4.9 20.9+1.7 175.7£7.2&

&p<0.05 vs. Grupo con NOS-D+0Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

57




Resultados

EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS DEL LADO DERECHO Y LA
OVARIECTOMIA DEL LADO IZQUIERDO

Estos procedimientos experimentales se realizaron para analizar los
resultados que se observan en animales que se les elimina primero la informacién
neural (secciéon del NOS del lado derecho) y luego se elimina la informacion
hormonal (extirpacion del ovario izquierdo) (Fig. 5) contra aquellos resultados
donde se hace la operacion inversa, es decir, primero quita el aporte hormonal
(Ovx-1) y luego la informacién neural (NOS-D) (Fig. 6); debido a que en la
bibliografia consultada no aclara cual es el orden en que se realizan los
procedimientos quirdrgicos. En ambas cirugias el ovario in situ queda denervado,

es decir, no recibe la informacion neural proveniente del NOS.

MOS0+ Owg-|
1 Qv + NOS-D
q /
Ovario derecho in situ denervado Ovario derecho in situ denervado

Figura 18: Esquema de la seccion del NOS unilateral del lado derecho con ovariectomia unilateral
del lado izquierdo o la ovariectomia unilateral del lado izquierdo con seccién del NOS del lado

derecho (contralateral).

Cuando las cirugias descritas se realizaron en el diestro-1, se observo
disminucién de la concentracion de la hormona sobre todo cuando se quitd
primero el aporte hormonal y luego la informacion neural (Gréfica 13), aunque en
este Ultimo procedimiento los animales presentaron aumento del peso del ovario
insitu(Tablal7).
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80 -
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B Ovx-| EENOS-D+Ovx-I O Ovx-+NOS-D

Diestro-1

Gréfica 13. Media + eem. de la
concentracion sérica de 17 [-estradiol en
animales con ovariectomia del lado
izquierdo (Ovx-l), con seccion del nervio
ovarico superior del lado derecho y con
ovariectomia del lado izquierdo (NOS-D +
OVX-1) o en animales con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccién del NOS del
lado derecho (OVX-1 + NOS-D) alas 13:00 h
del diestro-1 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.

*p<0.01 vs. Ovx-lI (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Tabla 17: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario

in situ y del Gtero en animales

con ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-l), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado derecho y con ovariectomia del lado izquierdo (NOS-D + Ovx-1) o con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-lI + NOS-D-)
a las 13:00 h en el diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO N PC Ovario derecho Utero
(9) denervado (mg/ 100 g. P.C.)
(mg/ 100 g. P.C.)
Ovx-I 10 252.5+8.0 11.840.6 145.1+ 9.6
NOS-D + Ovx-I 10 248.2+ 8.3 12.9+0.6 115.8+10.1
Ovx-l +NOS-D 10 217.4+£13.3 16.8+1.5*& 135.5+£11.6

* p<0.05 vs. Grupo con Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). &p<0.05 vs. Grupo con NOS-

D+Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Los procedimientos quirargicos en la etapa del diestro-2 no resultaron en

cambios en las concentraciones hormonales (Grafica 14), pero el peso del utero

presentd disminucion respecto al de los animales con ovariectomia izquierda

(Tabla 18).

80 -
60 -
40 4

20 4

17 Beta-Estradiol (pg/ml)

0 -

Diestro-2

Ovx-l O NOS-D+0Ovx-I O Ovx-HNOS-D

Gréfica 14. Media + eem. de la
concentracion sérica de 17 [-estradiol en
animales con ovariectomia del lado
izquierdo (Ovx-l), con seccion del nervio
ovarico superior del lado derecho y con
ovariectomia del lado izquierdo (NOS-D +
OVX-1) o en animales con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccién del NOS del
lado derecho (OVX-1 + NOS-D) alas 13:00 h
del diestro-2 y sacrificados 24 horas
después de la cirugia.
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Tabla 18: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario in situ y del Gtero en animales
con ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-l), con seccion del Nervio Ovarico Superior del
lado derecho y con ovariectomia del lado izquierdo (NOS-D + Ovx-1) o con ovariectomia del
lado izquierdo y con seccidn del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-lI + NOS-D-)

a las 13:00 h en el diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO n PC Ovario derecho denervado Utero

(9) (mg/ 100 g. P.C.) (mg/ 100 g. P.C.)
Ovx-I 10 | 226.448.5 15.5+1.1 211.5+15.0
NOS-D + Ovx-I 10 | 242.745.4 20.5+2.0 173.1+13.0
Ovx-l +NOS-D 10 | 244.6+4.6 20.0+2.3 159.7+ 8.1*

* p<0.05 vs. Grupo con Ovariectomia del lado izquierdo (Ovx-1) (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS DEL LADO IZQUIERDO Y LA
OVARIECTOMIA DEL LADO DERECHO

En los animales que permanecieron con el ovario izquierdo in situ
denervado en el diestro-1 se presentd disminucion de la concentracion sérica del
esteroide (Gréafica 15), independientemente si primero se quita el aporte hormonal
y enseguida la informacion neural (Ovx-D + NOS-I; Fig.18) o primero se elimina la

informacion neural y luego la hormonal (NOS-I + Ovx-D; Fig. 18).

NOS-+OvK-D

oD | z L
r

Ovario izquierdo in situ denervado Ovario izquierdo in situ denervado

Figura 18: Esquema de la ovariectomia unilateral del lado derecho con seccién del NOS del lado
izquierdo o la seccién del NOS unilateral del lado izquierdo con ovariectomia unilateral del lado

derecho (contralateral).
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Gréfica 15.

+ eem. de la

concentracién sérica de 17 [-estradiol en

animales con

ovariectomia del lado

derecho (OVX-D), con ovariectomia del
lado derecho con seccion del NOS del
lado izquierdo (OVX-D + NOS-I), 6 con
seccion del NOS del lado izquierdo y con

ovariectomia del

lado derecho (NOS-I +

OVX-D) a las 13:00 h del diestro-1 y
sacrificados 24 horas después de la

cirugia.

*p<0.001 vs. Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

Eliminar el ovario derecho y luego seccionar el NOS del lado opuesto en el

diestro-1 resulté en disminucion del peso corporal y aumento del peso del ovario

izquierdo in situ respecto a los pesos de los animales con ovariectomia del lado

derecho (Tabla 19).

Tabla 19: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario

in situ y del Gtero en animales

con ovariectomia del lado derecho (Ovx-D), con ovariectomia del lado derecho y con
seccion del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-D + NOS-D-) o con seccién del
Nervio Ovérico Superior del lado derecho y con ovariectomia del lado derecho (NOS-D +
Ovx-D) a las 13:00 h en el diestro-1 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO N PC Ovario lzquierdo Utero
(9) denervado (mg/ 100 g. P.C.)
(mg/ 100 g. P.C)
Ovx-D 10 250.5+7.1 11.7+0.9 152.1+16.7
Ovx-D +NOS-I 10 194.7+14.1* 17.8+1.9* 155.4+12.2
NOS-I + Ovx-D 10 232.7+10.3& 13.4+1.1 129.6+12.9

*p<0.05 vs. Grupo de Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). &p<0.05 vs. Grupo con Ovx-D +NOS-

| (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Contrariamente a lo que sucedi6 en el diestro-1, las cirugias en el diestro-2

resultaron en aumento de la hormona y del peso del ovario in situ, y también,

independientemente del orden de la cirugia (Grafica 16 y Tabla 20).
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*p<0.001 vs. Ovx-D (ANDEVA seguida de la

prueba de Tukey).

Tabla 20: Media + e.e.m. del peso corporal (PC), del ovario

Gréfica 16. Media + eem. de la
concentracién sérica de 17 B-estradiol en
animales con ovariectomia del lado

derecho (OVX-D), con ovariectomia del
lado derecho con seccién del NOS del

lado izquierdo (OVX-D + NOS-I), 6 con
seccién del NOS del lado izquierdo y con

ovariectomia del lado derecho (NOS-I +
OVX-D) a las 13:00 h del diestro-2 'y
sacrificados 24 horas después de la

cirugia.

in situ y del Gtero en animales

con ovariectomia del lado derecho (Ovx-D), con ovariectomia del lado derecho y con
seccién del Nervio Ovarico Superior del lado derecho (Ovx-D + NOS-D-) o con seccion del
Nervio Ovérico Superior del lado derecho y con ovariectomia del lado derecho (NOS-D +
Ovx-D) a las 13:00 h en el diestro-2 y sacrificados 24 horas después de la cirugia.

GRUPO N PC Ovario Izquierdo Utero
(9) denervado (mg/ 100 g. P.C.)
mg/ 100 g. P.C.)
Ovx-D 10 245.0+7.4 14.7+7.8 157.5+%9.4
Ovx-D + Nos-I 10 229.5+5.0 25.0+1.1* 176.0+£12.5
NOS-I + Ovx-D 10 244.3+6.2 23.2+1.0* 173.0£9.5

*p<0.05 vs. Grupo de Ovx-D (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio muestran que existe una relacion
funcional entre los ovarios en la regulacién de la secrecién de hormonas y que el
nervio ovarico superior modula la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas.
Asimismo, que dichas relaciones funcionales dependen del ovario, del lado del
nervio ovarico superior remanente, el dia en que se realiza la operacion, el dia en

gue se cuantifican los resultados y el orden de la cirugia.

Montiel (2005) mostré que en los animales sometidos a la anestesia en el
diestro-1, y que fueron sacrificados una hora después, se presentd menor
concentracion sérica de 17 B-estradiol respecto a la de los animales intactos; sin
cambios en la concentracion de este esteroide en animales sometidos a la
laparotomia. A diferencia de ello, Mendoza (2007) en el diestro-2 no observo
alteraciones en la concentracion del esteroide en animales sacrificados a la hora.
En este estudio, se mostr6 que 24 horas después de dichos tratamientos
experimentales se present6 disminucion en la concentracion de la hormona en los
animales que fueron sometidos a la laparotomia. Estos resultados implican que la
anestesia representa un factor estresante que solo de manera inmediata (una
hora) altera los mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion del
esteroide, pero que transcurridas 24 horas el sistema neuroendocrino llega a la

homeostasis.

A diferencia de ello, la laparotomia representa un factor estresante mas
agresivo donde la sefial neural que recibe el peritoneo lleva la informacion al SNC
y se traduce en disminucion de la secrecion hormonal por parte de los ovarios,
gue se acompafo de la disminucién del peso de estos. Al respecto, Tanaka y col.,
(2002) mostraron que la mayor parte del peritoneo pariental recibe inervacion
sensorial que proviene del ganglio de la raiz dorsal, mientras que el peritoneo
visceral recibe inervacion por parte de los nervios espinales y del nervio vago.
Con base en los resultados, se sugiere que al llegar la informacion que transcurre
por el peritoneo al SNC, los gonadotropos de la adenohipoéfisis responden con
disminucién en la secrecion de la FSH y de esa forma ya no se estimula el
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crecimiento de los ovarios y la aromatizacién de los androgenos a estrégenos
(Fink, 2000).

Por otra parte, al igual que lo observado por Mendoza (2007), la anestesia
y la laparotomia en el diestro-2 no resultaron en cambios en la concentracion de
la hormona. Sin embargo, aunque la diferencia no es significativa, en el presente
estudio se observd aumento en la concentracion del esteroide cuando los
animales fueron sometidos a la anestesia acompafado de aumento del peso de
los ovarios y el Utero que son érganos blanco de los estrégenos (Dominguez,
1993; Ganong, 2000). Los receptores a estrOgenos se expresan de manera
diferente segun el tejido donde se localicen. Los receptores alfa se encuentran
fundamentalmente en el endometrio, la mama y el estroma ovarico, mientras que
los receptores beta predominan en las células de la granulosa del foliculo ovérico
(Teran y Teppa 2005).

A diferencia de lo que sucedié en el diestro-1, se podria sugerir que la
anestesia podria estimular la secrecion de FSH, el aumento del peso de los
ovarios y la secrecidon del esteroide cuantificado. Al respecto, se sabe que
ademas de la accidon de la FSH y la LH en la transformacién del foliculo primordial
a la etapa de preovulatorio, otras hormonas hipofisiarias también regulan este
proceso como son la prolactina (PRL) y la hormona del crecimiento (GH), que al
actuar en el ovario estimulan el desarrollo del foliculo y la formacién de los
receptores a la LH en las células de la granulosa y aumenta la produccién de las
hormonas esteroides (Ojeda y Urbanski, 1983). Knudsen y colaboradores (1974)
mostraron que el aumento del peso del ovario esta asociado con el aumento en el

namero de foliculos antrales grandes y un mayor peso del utero.

En este estudio también se mostré que la estimulacion mecanica del NOS
o la secciéon del NOS del lado izquierdo, sélo en el diestro-1, asi como la seccion
del NOS del lado derecho en ambas etapas estudiadas del ciclo estral resulté en
disminucién del peso corporal pero aumento de la masa ovarica de los animales.
Este resultado nos muestra que el peso de los ovarios no s6lo depende de las
hormonas que le llegan a ellos (Dominguez, 1991), sino que también en dicho

proceso participa la informacion neural que proviene del NOS (Burden, 1985;
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Diseen y Ojeda, 1999; Gallegos y col.,, 2005). Esto se afirma, ya que la
interrupcién transitoria de la informacion neural del ovario hasta el SNC produjo

cambios en los parametros antes mencionados.

Es importante volver a mencionar que los animales que fueron utilizados en
este estudio tuvieron acceso al alimento sin restriccion. Por tanto, la disminucion
en dicho parametro puede ser explicado por la accion de los estrogenos sobre la
hipdfisis. Al respecto, Dany y colaboradores (2009) mostraron que los estrégenos
inhiben la expresion de la hormona del crecimiento (GH) en la adenohipdfisis y
por tanto se altera el peso corporal de los animales.

Mendoza realiz6 la ovariectomia en el diestro-2 y sacrific6 una hora
después de la operacién. Observé que el ovario derecho aportd con menor
concentracion a la circulacion que el ovario izquierdo. La diferencia con nuestros
resultados se puede atribuir a que el autor observa la respuesta de manera
inmediata y en este estudio han transcurrido 24 horas después de la operacion y
por tanto los animales ya estan en otra etapa del ciclo estral (proestro), que

finalmente refleja la adaptacion de los mecanismos neuroendocrinos al estimulo.

Respecto a los resultados obtenidos en los animales con ovariectomia
unilateral en este estudio, se puede sugerir que en los animales que fueron
sacrificados en el diestro-2 cada ovario aporta la misma concentraciéon de
hormona a la circulacion, mientras que, en los animales que fueron sacrificados
en el proestro el ovario derecho aporta mayor concentracion de estradiol a la
circulacion que el ovario izquierdo. La respuesta asimétrica observada en el
proestro por tanto explica el peso del Gtero observado en estos animales. Asi,
cuando permanece el ovario derecho y hay mas estrégenos en la circulacion
aumenta el peso del utero y cuando el ovario remanente es el izquierdo y por
tanto hay menos estrégenos en la circulacion disminuye el peso del atero

respecto al de los animales que conservan el ovario derecho.

La respuesta de tipo asimétrico en glandulas pares varios autores la han
atribuido a la inervacion que reciben. Segun Klein y Burden (1988), el ovario

derecho recibe mas fibras simpaticas que el ovario izquierdo, por lo que se
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sugiere gue en este estudio, al eliminar el ovario izquierdo, éste manda una sefal,
via inervacién ovarica, al ovario derecho y se estimula la secrecion de la estradiol.
Esta idea supone que incrementa la actividad neural de la terminal intraovarica,
libera noradrenalina en respuesta a la ovariectomia y se une a los receptores [3-
noradrenérgicos que se expresan en células de la teca y de la granulosa y modula
en forma estimulante la respuesta esteroidogénica del ovario a las gonadotropinas
(Gerendai y col., 2005; Hernandez y col., 1988; Ricu y col., 2008).

En este estudio, el NOS no participd en los mecanismos neuroendocrinos
gue regulan la secrecion de estradiol en animales sacrificados en el diestro-2. Sin
embargo, el NOS del lado izquierdo tiene un papel de tipo estimulante en la
secrecion del esteroide cuando los animales son sacrificados en el dia del
proestro. Estos resultados difieren de lo observado por Mendoza (2007) que
observo que el NOS del lado izquierdo tiene un papel de tipo estimulante en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion de la hormona en
animales sacrificados en diestro-2. Cabe mencionar, que en ambos estudios se
secciond el NOS a las 13:00 h del diestro-2 pero los animales fueron sacrificados
en diferentes periodos de evolucién (una hora (Mendoza, 2007) 6 24 horas (este
estudio)). Por tanto, se puede sugerir que ante el mismo estimulo, los
mecanismos neuroendocrinos se ajustan dependiendo de la etapa del ciclo estral,
el ovario y el lado del Nervio Ovarico Superior en el que se observen los

resultados.

Los resultados en los animales con seccion del NOS y ovariectomia
sugieren que el ovario derecho en los animales que fueron sacrificados en el
diestro-2 requiere estar inervado por el NOS del lado derecho para que éste
module en forma estimulante la accidbn de las gonadotropinas sobre la
esteroidogénesis. Al respecto, se conoce que la noradrenalina y el VIP, dos
neurotransmisores contenidos en los nervios ovaricos, estimulan la produccién de
esteroides ovaricos. Ambos aumentan la secrecion de progesterona y
androgenos, pero el VIP estimula la produccién de estradiol. La noradrenalina
también facilita el efecto estimulatorio de las gonadotropinas sobre la

esteroidogénesis ovarica (Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai, 1997).
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En los que fueron sacrificados en el proestro la inervacion que llega al
ovario no parece jugar un papel en la regulacion de la secrecion del esteroide, ya
que en los animales con denervacion del ovario derecho la concentracion de
estradiol no cambi6 respecto a la de los animales con el ovario derecho inervado.
Esto sugiere que existe una regulacion neuroendocrina de la esteroidogénesis

que varia a lo largo del ciclo estral.

En el andlisis de los efectos de la estimulacion o la seccion del NOS
unilateral, se ha mostrado que estos efectos dependen del dia del ciclo estral en
gue se realizan los estudios, (Dissen y Ojeda, 1999; Agudo y Ojeda, 1984;
Aguado 2002).

La secrecion de estradiol por parte del ovario derecho en los animales que
se sacrificaron en el dia del proestro es inhibida por la informacién que transcurre
en el Nervio Ovarico Superior del lado izquierdo ya que cuando el ovario derecho
queda inervado pero se secciona el NOS del lado izquierdo y se sacrifican los
animales en el proestro se presenté mayor concentracion sérica de estradiol. Esto

nos hace suponer que el NOS es un puente de comunicacion entre los ovarios.

La secrecion de estradiol por parte del ovario izquierdo también es
modulada por la informacion que llega a través del NOS. Con base en nuestros
resultados se puede sugerir que el NOS en los animales sacrificados en el
diestro-2 modula de manera estimulante la accion de las gonadotropinas sobre los
ovarios, ya que cuando se secciona el NOS, izquierdo o derecho, se produjo
disminucién de la secrecién del esteroide y por tanto disminucién del peso del
Utero. Es fascinante observar que la accion del NOS es diferente cuando los
animales son sacrificados en el dia del proestro, donde se puede observar que su
accion es de tipo inhibitoria, ya que cuando se secciona el NOS, izquierdo o
derecho, se produce aumento de la secrecion del esteroide que se acompafio del
aumento del peso del utero. Estos resultados coinciden a lo ya reportado por
Mendoza (2007) aun cuando los animales fueron sacrificados una hora después

de la intervencion quirdrgica.
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Tomados en conjunto los resultados obtenidos en el presente estudio y
otros ya mencionados, se puede sugerir que la informacién que llega al ovario por
parte del NOS modula la respuesta de los tres compartimientos ovaricos a las
gonadotropinas, lo cual se traduce en la capacidad secretora de hormonas por
parte de los ovarios. Los resultados también dan soporte a nuestra hipotesis de
gue la informacion que llega y sale del ovario por medio del NOS es diferente para
el ovario derecho e izquierdo y también depende de la etapa del ciclo estral

(Chavez y Dominguez, 1994; Dominguez y col. 1988, 2003).
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CONCLUSIONES

La laparotomia realizada en el diestro-1 representa un factor estresante
que resulta en disminucién de la secrecion sérica de estradiol en el
diestro-2.

La operacion simulada del Nervio Ovérico Superior en los dias del
diestro no altera los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
secrecion seérica de estradiol.

El NOS del lado izquierdo modula en forma estimulante la secrecion de
estradiol en el proestro.

Cada ovario aporta la misma concentracién de estradiol a la circulacién
en el dia del diestro-2.

El ovario derecho aporta mayor concentracion sérica de estradiol a la
circulacién que el ovario izquierdo en el dia del proestro.

El NOS del lado derecho modula en forma estimulante la secrecion
sérica de estradiol por el ovario derecho en el diestro-2, pero no participa
en dicha secrecion en el dia del proestro.

El NOS del lado izquierdo modula en forma estimulante la secrecion
sérica de estradiol por el ovario izquierdo en el diestro-2 y de manera
inhibitoria en el proestro.

El NOS es un puente de comunicacion entre los ovarios.
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