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Resamen

RESUMEN

La secrecion de hormonas esteroides por el ovario y la ovulacion son reguladas
por sefiales endocrinas y nerviosas. El nervio ovarico superior (NOS) es la
principal ruta de aporte simpatico que recibe la génada. En la rata adulta la
informacion que llega a los ovarios a través del NOS participa en la regulacion
de la secrecién de hormonas esteroides y la ovulacién, que dependen del dia del
ciclo estral analizado.

Con el fin de analizar si la participacion del NOS sobre las funciones del ovario
en la rata adulta dependen de la hora del dia, en el presente estudio evalué los
efectos agudos y sub-agudos de la seccion uni o bilateral del NOS sobre la
concentracién de progesterona (P,4), testosterona (T), estradiol (E;), la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) en suero. Para ésta
propuesta, ratas adultas de la cepa CII-ZV a las 11:00 6 17:00 horas del diestro 1
(D1) o proestro (P) fueron sometidas a la seccion del NOS-izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO). Como grupos de comparacion utilice
animales con laparotomia izquierda, derecha o bilateral. Un grupo testigo intacto
también se incluyd. Los diferentes grupos de animales testigo y tratados fueron
sacrificados una o 24 horas después de la cirugia. La ovulacion espontanea fue
también analizada en éstos animales tratados en P, sacrificados 24 h después de
la cirugia.

Una hora despues de la laparotomia uni o bilateral realizadas a las 11:00 h del D1
0 P resultd en mayores concentraciones de P4 que los animales control intactos.
Veinticuatro horas después de la laparotomia practicada a las 11:00 h del D1, la
cirugia izquierda y bilateral resulté en menores concentraciones de P4, mientras
que la bilateral resultd en mayor concentracion de la hormona, cuando ésta fue
realizada a las 17:00 h. Cuando la laparotomia fue realizada en el P, 24 horas
despues, la cirugia bilateral resulté en mayor concentracion de Py.

Una hora después de la laparotomia unilateral realizada a las 11:00 h del D1 o P
resultd en mayor concentracion de T. Efectos similares ocurrieron en las ratas
tratadas a las 17:00 h del P. Veinticuatro horas después de la laparotomia uni o
bilateral realizadas en D1, las concentraciones de T fueron menores que el
control. Veinticuatro horas después de la cirugia izquierda o bilateral realizadas a
las 11:00 h del D1, las concentraciones de E, fueron mayores que el control, y
menores en las ratas tratadas a las 17:00 h del P.

La laparotomia realizada en D1 resultdé en menores concentraciones de LH y

FSH. Una hora después de la laparotomia realizada a las 11:00 h del P, las
concentraciones de LH fueron mayores que en el grupo control.
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Resamen

Veinticuatro horas después de la SNOI o SBNO a las 11:00 h del D1, las
concentraciones de P4 fueron mayores que en los animales laparotomizados,
mientras que éstas fueron menores cuando las cirugias se realizaron a las 17:00 h.
Una hora después de la SBNO realizada a las 11:00 h del D1, la concentracion de
T fue mayor que en el grupo laparotomizado, mientras que ésta fue menor
cuando la cirugia se realizé en el P.

La SNOD realizada a las 11:00 h del P resulté en mayor concentracién de E,, una
hora después de la cirugia. Un efecto similar fue observado en las ratas con
SBNO realizada a las 17:00 h del P, sacrificadas 24 h después.

La SNOD realizada en el D1 resulté en mayor concentracion de FSH. Una hora
después de la seccion uni o bilateral del NOS realizadas a las 11:00 6 17:00 h del
P, las concentraciones de LH fueron menores que en los grupos laparotomizados.

La laparotomia unilateral o bilateral, o la seccion del NOS realizadas en el dia del
P, no modificaron la tasa de ovulacion. EI numero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo fue menor en las ratas con SBNO realizada a las 11:00 h. Un
resultado similar ocurrio en el ovario derecho de ratas con SNOD.

Los resultados del presente estudio apoyan la hipotesis de que la participacion de
las sefiales nerviosas que surgen de la pared abdominal y que llegan a los ovarios
a través del NOS desempefian un papel en la regulacion de la secrecion de
hormonas esteroides en una via asimétrica, la cuales dependen del dia del ciclo
estral y de la hora del dia.
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Astract

ABSTRACT

The secretion of steroid hormones by the ovary and ovulation are regulated by
endocrine and nerve signals. The superior ovarian nerve (SON) is the main route
of sympathetic input receiving the gonad. In the adult rat the information
reaching the ovaries through the SON is involved in the regulation of steroid
hormone secretion and ovulation depending on the day of the estrous cycle
analyzed.

In order to analyze if the involvement of the SON on the regulation of ovarian
functions in the adult rat depend on the hour of the day when the study was
performed, in the present study | evaluated the acute and sub-acute effects of uni
or bilateral SON section on progesterone (P,), testosterone (T), estradiol (E,),
follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) serum levels.
For this purpose, adults rats of the ClI-ZV strain at 11:00 or 17:00 hours on
diestrus 1 (D1) or proestrus (P) were subjected to section of the left-SON
(LSON), right (RSON) or bilateral (BSON). For comparison | used groups of
animals with left, right or bilateral laparotomy. An untouched control group was
also included. Different groups of control and treated animals were sacrificed one
or 24 hours after surgery. Spontaneous ovulation was also analyzed in those
animals treated at P, sacrificed 24 h after surgery.

One hour after uni or bilateral laparotomy performed at 11:00 h on D1 or P
resulted in higher P, levels than untouched control. Twenty-four hours after
laparotomy performed at 11:00 h on D1, left and bilateral surgery resulted in
lower P, levels, while bilateral surgery resulted in higher hormone levels when it
was performed at 17:00 h. When the laparotomy was performed at P, bilateral
surgery resulted in higher P, levels 24 h after it.

One hour after unilateral laparotomy performed at 11:00 h on D1 or P resulted in
higher T concentration. Similar effects occurred in rats treated at 17:00 h on P.
Twenty-four hours after uni or bilateral laparotomy performed at D1, T levels
were lower than control. Twenty-four hours after left or bilateral surgery
performed at 11:00 h on D1, E, levels were higher than control, and lower in rats
treated at 17:00 h on P.

Laparotomy performed in D1 resulted in lower LH and FSH concentrations. One
hour after laparotomy performed at 11:00 h on P, LH levels were higher than in
control group.
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Astract

Twenty-four hours after of the LSON or BSON at 11:00 h on D1, P, levels were
higher than in laparotomized animals, while it was lower when the surgery was
done at 17:00 h.

One hour after of the BSON performed at 11:00 h on D1, T level was higher than
in laparotomized group, while it was lower when the surgery was done at P.

The RSON performed at 11:00 h on P resulted in higher E, levels one hour after
surgery. A similar effect was observed in rats with BSON performed at 17:00 h
on P sacrificed 24 h later.

The RSON performed at D1 resulted in higher FSH levels. One hour after the uni
or bilateral section of the SON performed at 11:00 or 17:00 h on P, LH levels
were lower than laparotomized groups.

The unilateral or bilateral laparotomy or section of the SON performed on the
day of P did not alter the ovulation rate. The number of ova shed by the left
ovary was lower in rats with BSON performed at 11:00 h. A similar result
occurred in the right ovary of rats with the RSON.

The results of present study support the hypothesis that the participation of neural
signals arising from the abdominal wall and arriving to the ovaries via the SON
play a role in the regulation of steroids hormone secretion in an asymmetric way,
which depend on the day of the estrous cycle and the hour of the day.



Dutroduceion

INTRODUCCION

Las funciones de los ovarios son reguladas por hormonas del eje hipotalamo-
hipéfisis y por el sistema nervioso autbnomo (Burden, 1985; Doganay y col.,
2009). Las influencias nerviosas llegan por vias simpaticas, sensoriales y
parasimpéticas (Dissen y Ojeda, 1999). El ovario de la rata recibe inervacion
simpatica por dos rutas: el plexo ovarico (PO) que acomparfia a la arteria ovarica
e inerva principalmente la vasculatura, y el nervio ovarico superior (NOS) que
corre junto con el ligamento suspensorio e inerva, vasos sanguineos, células de la

glandula intersticial y células de la teca interna (Lawrence y Burden, 1980).

La participacion de la inervacion en la regulacion de las funciones del
ovario ha sido analizada en funcion de los efectos de la seccion de los nervios en
modelos in vivo (Aguado y Ojeda, 1984a, 1984b; Selstam y col., 1985; Morales y
col., 1993, Chavéz y col., 1991; Vieyra, 2007; Zhang y col., 2010) o de su
estimulacion en modelos in vitro (Sosa y col., 2004; Delgado y col., 2004, 2006,
2010).

En el animal pre-puber, la seccion bilateral de los nervios ovaricos no
afecta la ovulacion espontanea (Aguado y Ojeda 1984a; Selstam y col. 1985;
Morales y col. 1993), mientras que el animal adulto, la seccion bilateral
disminuye el niumero de ovocitos liberados por el ovario derecho, 20 dias
despues de la denervacion (Chavéz y col., 1991). La seccion unilateral del NOS
resulta en una disminucion de la cuota ovulatoria por el ovario denervado y un

aumento por el ovario inervado (Morales y col., 1993).

En la rata adulta la seccion bilateral del NOS realizada a las 11:00 ¢ 16:00
h del proestro, resulta en una menor concentracion de P,y E,, 4 minutos despues
de la seccion (Aguado y Ojeda, 1984b). Esta misma cirugia realizada entre las

11:30-12:30 del P, resultdé en un decremento en la concentracion de P, a los
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30’post-denervacion, sin cambios en la de E, (Erskine y Weaver, 1988). Cuando
la seccion bilateral del NOS se practicé a las 11:00 h del estro, no se registraron
modificaciones en la concentracion de las hormonas (Aguado y Ojeda, 1984b).
Estas evidencias indicaron que la inervacién simpatica regula de manera
estimulante la secrecion de esteroides ovaricos, efecto que depende de la etapa

del ciclo estral en que se realiza la cirugia.

Los efectos de la seccién del NOS parecen variar con la hora del dia, lo
que sugiere un mecanismo de control circadico que regula la sintesis y secrecion
de hormonas en el ovario y, que puede presentarse en los componentes del eje

hipotalamo-hipdfisis-ovario.

Este control circadiano que regula las funciones reproductivas, reside en el
nucleo suparquiasmatico del hipotalamo anterior, el cual es considerado el reloj
bioldégico maestro, que sincroniza los cambios del medio externo (ciclo luz-
oscuridad, la disponibilidad de alimento, la temperatura; Pittendringh, 1981;
Moore y col., 1982) con la de los ritmos endogenos del organismo a traveés de la
expresion de genes reloj cada 24 horas (Balsalobre, 2002; Aguilar-Roblero y col.,
2004; Kennaway, 2004; Kriegsfeld y Silver, 2006).

Debido a que existen pocas evidencias de la participacion del NOS sobre
las funciones ovaricas en cada dia del ciclo estral y a diferentes horas, en el
presente estudio se analizd el efecto agudo o sub-agudo de la seccion uni o
bilateral del NOS, realizada en la rata adulta a las 11:00 6 17:00 horas del diestro
1 o proestro, sobre la concentracion sérica de hormonas esteroides,

gonadotropinas y la ovulacion esponténea.
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MARCO TEORICO

EL OVARIO DE LOS MAMIFEROS

Los ovarios son las gonadas femeninas que junto con el Utero y los cuernos

uterinos, constituyen el aparato reproductor femenino (Constanzo, 2000).

Desde el punto de vista histoldgico (Figura 1), en el ovario se identifican
cuatro tipos de foliculos ovéaricos segun el estado de desarrollo: los foliculos
primordiales, primarios, secundarios o antrales y terciarios o preovulatorios que
sintetizan estradiol (E,) (Guyton y Hall, 2001; Netter, 2003). Aquellos que entran
en atresia pierden la capacidad de aromatizacion y sintetizan andr0genos
(Dominguez y col., 1991). Cuando el foliculo preovulatorio libera su ovocito, las
capas de celulas de la granulosa murales y de la teca interna del foliculo post-
ovulatorio forman pliegues, el foliculo se colapsa y origina al cuerpo luteo, el
cual secreta progesterona (P4) (Guyton y Hall, 2001). En la rata ésta estructura
vascularizada adquiere su maximo tamafio en el dia del diestro y su fase de

actividad es corta, con duracién de 1 a 2 dias (Freeman, 1994).

Los ovarios llevan a cabo algunas funciones como la maduracion de los
gametos, proceso conocido como foliculogénesis, donde la unidad
morfofuncional es el foliculo, la liberacion del ovocito apto para ser fecundado
(ovulacién) y la secrecion de hormonas peptidicas tales como la inhibina,
activina y folistatina; y esteroides como la P4, los andrégenos y estrogenos
(Dissen y Ojeda, 1999; Prieto y Velasquez, 2002; Tresguerres, 2003).
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Figura 1. Representacion de la estructura de un ovario de mamifero donde se
observan la secuencia de maduracion de los foliculos en el ovario, comenzando
por el foliculo primordial y terminando con la formacion del cuerpo liteo y
subsecuente luteinizacion (Modificado de Netter, 2003).

LA OVULACION

La rata y el raton son especies que tienen poliovulacion, es decir que liberan
varios ovocitos al dia del estro vaginal, ambos ovarios ovulan simultdneamente
en respuesta a los aumentos bruscos en las concentraciones preovulatorias de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) secretadas
por la adenohipofisis (Dominguez y col., 1991). En los roedores, la ovulacion se
produce en la madrugada del estro vaginal (Tresguerres, 2003) y los foliculos
“dominantes” que van a expulsar al ovocito han sido expuesto a por lo menos

tres ciclos preovulatorios de gonadotropinas (Dominguez y col., 1991).
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Pocas horas antes de que se produzca la ovulacidn, ocurre un aumento en
la concentracién de LH y de la 20a-hidroxiprogesterona (debido a la disminucion
en la secrecién de estradiol). La LH y FSH actlan sinérgicamente en el foliculo
lo que resulta en un aumento de tamafo, los lisosomas de la teca externa
comienza a liberar enzimas proteoliticas que causan el debilitamiento de la pared
folicular y la formacién del estigma. Simultdneamente en el foliculo hay
crecimiento de nuevos vasos sanguineos y secrecion de prostaglandinas, las que
producen vasodilatacion y trasudacion de plasma al interior del foliculo,
provocando la ruptura del foliculo y la expulsién del ovocito acompafiado de

celulas del camulo o6foro y la corona radiada (Guyton y Hall, 2001).

BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES Y SU REGULACION
POR GONADOTROPINAS

Las células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos antrales maduros
del ovario producen hormonas esteroides, las cuales derivan del colesterol
(Yoshinaga, 1999).

El colesterol posee una estructura formada por tres anillos derivados del
fenantreno (A, B, C) y un anillo ciclopentano (D), que fusionados se denomina
nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno. Tal estructura posee grupos metilo en el
C-10 y C-13, un grupo hidroxilo en el C-3 del anillo A, una cadena alifatica
ramificada de 8 carbonos en la posicion C-17 del anillo D y una insaturacién
entre el C-5y C-6 (Figura 2) (Baynes y Dominiczak, 2006).
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Calesterol

Figura 2. Estructura de la molécula del colesterol. A-D es la notacion
convencional que se utiliza para describir los cuatro anillos. Los nimeros del 1-
27 describen los atomos de carbono (Modificado de Baynes y Dominiczak,
2006).

Las células obtienen el colesterol a partir de dos fuentes: a) por su sintesis
endogena, en la mitocondria, a partir de acetil coenzima A (acetil CoA) (Berne y
col., 1999) y b) el que circula en la sangre unido a las lipoproteinas de baja
(LDL) y alta densidad (HDL), el cual es captado por un receptor en la superficie
celular (Yoshinaga, 1999) y es almacenado en gotas lipidicas, en forma de

ésteres de colesterol (Tresguerres, 2008).

Con base en el numero de atomos de carbono que forman la molécula de

la hormona, se les clasifica en tres grupos (Berg y col., 2008):

*Las que poseen 21 carbonos, que incluyen los corticoides y progestagenos y su
nucleo es el pregnano.

*Las que poseen 19 carbonos, que incluyen los androgenos y su nucleo es el
androstano.

*Las que poseen 18 carbonos, que incluyen al E, y estrona y su ndcleo es el

estrano.
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La primera etapa en la sintesis de hormonas esteroides es la eliminacion
de seis carbonos de la cadena lateral del colesterol, lo que tiene lugar en la capa
interna de la mitocondria, por la accion de un complejo multienzimatico, en el
cual participan tres componentes (Gore-Langton y Armstrong, 1994):

a) Un citocromo P450 que rompe la cadena lateral (P450scc) del colesterol,

con funcion de oxidasa mixta (Yeny col., 2001)

b) La coenzima FAD (dinucle6tido de flavina y adenina; una flavoproteina)
como aceptora de electrones

c) Una proteina hemo, como intermediaria en la transferencia de electrones.

Las reacciones llevadas por la P450scc utilizan tres moles de fosfato de
dinucleotido de nicotinamida y adenina en su forma reducida (NADPH) y O, por
mol de colesterol en la ruptura de su cadena lateral (Gore-Langton y Armstrong,
1994).

La separacion de la cadena lateral de la molécula de colesterol se realiza
en varios pasos. El primero comprende dos hidroxilaciones, la primera en el C-20
y la segunda en el C-22, las cuales son el resultado de la accion de la P450scc
(una monooxigenasa), que resulta en la formacién de la 200,22(3-
dihidroxicolesterol. Después la P450scc desmolasa (20-22 desmolasa) rompe los
enlaces entre los C-20 y C-22, resultando en una molécula de pregnenolona y una
de aldehido isocaproico (Berne y col., 1999; Yen y col., 2001) (Figura 3)
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Figura 3. Esquema que muestra la biotransformacion de colesterol a
pregnenolona. Obsérvese las hidroxilaciones en el C-20 y C-22. EIl recuadro
indica la perdida de los seis carbonos de la cadena lateral (Modificado de Berg y
col., 2008).

A partir de la pregnenolona sintetizada por las células de la teca interna
del ovario, se producen diversas hormonas que se diferencian por seguir alguna

de las siguientes vias metabolicas (Figura 4):

1. La via A-4 o de las cetonas, es la ruta que toman aquellas moléculas esteroides
que tienen el enlace de instauracion en el C-4 y un grupo ceto en el C-3. Es la via
que utiliza el cuerpo luteo (Tresguerres, 2008) en la sintesis de pregnenolona a P,

y 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP) (Berg y col., 2008).

2. La via A-5 es la via que toman aquellas moléculas esteroides que tienen el
doble enlace en la posicion C-5 y un grupo hidroxilo en el C-3. Es la via que
utiliza el foliculo ovarico (Tresguerres, 2008) y lleva a la produccién de
dehidroepiandrosterona (DHEA) (Berg y col., 2008).
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Figura 4. Vias esteroidogénicas A5y A4 de pregnenolona a estrogenos. Las
letras mayuUsculas y minusculas indican el orden de los pasos en la biosintesis,
que se redactan en el texto (Modificado de Yoshinaga, 1999).
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En la conversion de pregnenolona a P4 por la via A-4, la molécula de
pregnenolona localizada en el reticulo endoplasmico de las células de la teca
interna, pierde un atomo de hidrégeno del C-3 del anillo A, por la accién de la
enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD). Después la A5-4
isomerasa cambia el doble enlace del C-5 y C-6 al C-4 y C-5 del anillo A
(Figura 4a) (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

La molécula de P, se transforma en la 17a-OHP por efectos de la enzima
17o~hidroxilasa, la cual cataliza la hidroxilacion en el C-17 (Figura 4b). A
partir de la 17a-OHP se sintetiza la androstenediona, por efecto de la Cy7, -
liasa, la cual escinde a los C-20 y C-21 de la molécula (Figura 4c) (Yoshinagay
col., 1999; Berg y col., 2008). La androstenediona actia como un precursor de la
testosterona (T), la cual se forma por la reduccion del grupo ceto en el C-17 de la
androstenediona, por la enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa [17-3 HSD]
(Figura 4d) (Berg y col., 2008).

A su vez, la androstenediona y la T son precursores de la estrona o el E,
(Figura 4e, f). En esta conversion participa un complejo enzimatico denominado
citocromo P450 aromatasa (P450,,m), que se localiza en la membrana del
reticulo endoplasmico liso de las células de la granulosa, el cual cataliza la
eliminacion del grupo metilo del C-10 como acido formico. Esto se logra por
procesos secuenciales de ataque por oxigeno molecular al sustrato del C-19, lo
que implica 2 hidroxilaciones al C-19, y la reaccion total involucra una tercera
hidroxilacion, pero el sito exacto de ésta no ha sido bien establecida (Gore-
Langton y Armstrong, 1994; Graham-Lorence y col., 1995). Por lo que se
propusieron tres alternativas: la primera considera que la hidroxilacién ocurre en
el C-2, la segunda alternativa involucra una reaccion de epoxidacion entre el C-4
y C-5, seguido de la formacién de un doble enlace entre los C-1y C-2 y la
ruptura del enlace entre el C-10 y C-19 y la descarboxilacion en posicién C-10
(Gore-Langton y Armstrong, 1994). En el ultimo paso se produce un

reordenamiento del anillo aromatico A, el cual se transforma en una anillo

10
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bencénico con tres dobles enlaces en posiciones C-1y C-2; C-3y C-4, C-5y C-
10; dando como producto final la sintesis de estr6genos mas una molécula de
acido formico (Figura 5). La tercera alternativa sugiere un ataque peroxidativo
en el C-19 (Figura 5) (Gore-Langton y Armstrong, 1994), después se elimina un

ion hidrogeno para formar un doble enlace entre el C-1y C-10.

Se ha propuesto que previo a la peroxidacion se presenta una reaccion de
enolizacion (Figura 6) entre los hidrégenos contiguos al grupo carbonilo o ceto
del C-3 del esteroide, que son relativamente &cidos y que pueden ser capturados
por bases. Cuando tiene lugar esta reaccion acido-base, el grupo carbonilo recibe
un ién hidrégeno, convirtiéndose en una unién enolato y formar el grupo
hidroxilo en el C-3 y el doble enlace entre el C-2 y C-3 (Graham-Lorence y col.,
1995).

En la via A-5, la pregnenolona es convertida directamente a DHEA
(Figura 4). En la molecula de pregnenolona, la 17a-hidroxilasa cataliza la
adicion de un grupo hidroxilo en el C-17, dando como producto la 17a-
hidroxipregnenolona (Figura 4A), a esta hormona, la enzima 17,20-liasa o
desmolasa rompe los enlaces entre el C-17 y C-20 y escinde los C-20 y C-21 para
formar DHEA mas acetaldehido (Figura 4B) (Yoshinaga, 1999). Luego la
DHEA es oxidada en el C-3 por la 33-HSD, y la A5-4 isomerasa cataliza el
cambio del doble enlace de insaturacion en la posicién C-5y C-6 a la posicion C-
4y C-5, y sintetizar androstenediona (Figura 4C) (Gore-Langton y Armstrong,
1994; Yoshinaga, 1999). Después se produce la aromatizacion de los androgenos
a estrogenos por la P450arom (Figura 4e, f y Figura 5), en el reticulo
endoplasmico de las células de la granulosa, como ya se explicG previamente
(Berg y col., 2008).

11
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Figura 5. Secuencia propuesta de reacciones de aromatizacion en la conversion
de androstenediona y testosterona en estrona y estradiol, respectivamente, en las
células de la granulosa (Modificado de Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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Figura 6. Propuesta de reacciones de aromatizacion (enolizacion y peroxidacion)
en la conversion de androstenediona a estrona (Tomado de Graham-Lorence y
col., 1995).

En la esteroidogénesis es necesaria la participacion de las células de la
teca y de la granulosa, debido a que las células de la teca carecen del complejo
aromatasa que convierte androgenos a estrogenos, mientras que las células de la
granulosa producen P, pero carecen de la enzima 17a-HSD, que es esencial en la
conversion a andrégenos. Por consiguiente las celulas de la teca producen los
andrégenos que se mueven a través de la membrana basal a las células de la
granulosa, donde éstos son convertidos a estrogenos por la aromatasa
(Yoshinaga, 1999).

Las gonadotropinas, FSH y LH, estimulan en conjunto la sintesis de
estrogenos. La teoria de la “doble célula-doble hormona” en la biosintesis de
estrogenos implica la union de LH a su receptor en células de la teca interna,

donde la accion de LH es mediada por el sistema adenilato ciclasa-AMPciclico o
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fosfolipasas, estimula la entrada del colesterol en las mitocondrias y su
conversion en pregnenolona (Berne y col., 1999) y el metabolismo de la P, a
androstenediona. Esta Gltima es transportada a células de la granulosa, en donde
la FSH se une a su receptor y a través de la actividad mediada por el segundo
mensajero AMPciclico, aumenta la transcripcion del gen de la aromatasa, la
enzima especifica en la sintesis de E,, de modo que la conversion de
androstenediona a estrona 'y T a E, se acelera (Berne y col., 1999; Yoshinaga,
1999) (Figura 7).

R
\ (f + + + + =" + \ K Yo e
+ Colésterol * ' * _ AftPc ATP Y et
¢ *l P456scc 3 _HSD i i i ‘| ‘célulasdéia’
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Figura 7. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario explicado a través de
la “teoria de la doble célula-doble hormona” (Modificado de Adashi, 1991).
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SECRECION DE GnRH Y GONADOTROPINAS

El control hipotalamico de la secrecion de las gonadotropinas se realiza mediante
la produccién de un decapéptido denominado hormona liberadora de
gonadotropinas, GnRH. En la rata adulta, éste péptido es secretado a partir de
neuronas hipotalamicas parvicelulares que se encuentran en el nicleo arcuato, el
nucleo periventricular, el paraventricular y el area predptica (Berne y col., 1999;
Prieto y Velazquez, 2002). De estas zonas, la hormona es transportada por el
axon y almacenada en la eminencia media. La GnRH es liberada en forma de
pulsos cada 60 minutos, a través de un oscilador o pulso generador que reside en
el nucleo supraquiasmatico (Kilen y Schwartz, 1999), a las venas del sistema
porta hipotalamo-hipofisiario hacia los gonadotropos de la adenohipdfisis (Prieto
y Velazquez, 2002).

La GnRH se une a su receptor en la membrana plasmatica que se
encuentra ligado a una proteina G, el cual activa la enzima fosfolipasa C, via la
generacion de diversos segundos mensajeros como el diacilglicerol y el inositol,
promueven la activacion de la proteina cinasa C, lo que induce la salida de calcio
intracelular en las células gonadotropas (Prieto y Velazquez, 2002; Clarkson y
Herbison, 2006). El calcio tras formar un complejo con la calmodulina, &ctua
como principal segundo mensajero en la liberacion simultanea de LH y FSH de
los granulos secretores, también estimula la transcripcion de genes que dirigen la
sintesis de ambas gonadotropinas y el procesamiento posterior de las

prohormonas mediante glucosilacion (Berne y col., 1999).

La naturaleza pulsatil de la secrecion de la GnRH resulta en la liberacion
fasica de LH y FSH (Prieto y Velazquez, 2002), mientras que los pulsos de alta
frecuencia de GnRH favorecen la liberacion pulsatil de LH, los pulsos de baja

frecuencia generan liberacion pulsatil de FSH (Kilen y Schwartz, 1999).

15
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La generacion del pulso de GnRH es regulado por diversos estimulos
como el ciclo luz-oscuridad, por moléculas olfatorias como las feromonas y las
hormonas esteroides ovaricas (Berne y col., 1999), por aferencias procedentes de
diferentes areas del sistema nervioso central, mediante la liberacién de
neurotransmisores, entre los que se encuentran la beta endorfina y el acido y-
aminobutirico (GABA) que inhiben la liberacion de GnRH (Kilen y Schwartz,
1999; Prieto y Velazquez, 2002), en tanto que es estimulada por dopamina,

noradrenalina (NA) y serotonina (Prieto y Velazquez, 2002).

Otras hormonas como la inhibina y la activina, factores no esteroides del
ovario, regulan la liberacion de LH y FSH. La inhibina previene la regulacién a
la alta de receptores a GnRH, por bloquear la estimulacion de la sintesis del
receptor producido por la misma hormona, mientras que la activina estimula la

sintesis del receptor (Prieto y Velazquez, 2002).

En la rata, el hamster, la oveja y la vaca, hay cambios en el nimero de
receptores hipofisiarios a la GnRH a través del ciclo estral, siendo bajo en el
estro y en el diestro 1 para aumentar gradualmente en el diestro 2 y permanecer
alto hasta la tarde del proestro, en donde se alcanzan las concentraciones mas
altas, es decir durante el momento previo al pico preovulatorio de LH, lo que

genera un factor regulador en la secrecion de las gonadotropinas (Coon, 1994).

EL CICLO ESTRAL EN LA RATA HEMBRA

En los mamiferos, el ciclo estral (Figura 8) se presenta como una secuencia de
procesos reproductivos, que a diferencia del ciclo menstrual de los primates, esta
caracterizado por la conducta de apareamiento. En el ciclo estral se produce una
cascada de eventos hormonales y conductuales que son progresivos, altamente
sincronizados y repetitivos (Kilen y Schwartz, 1999). Es regulado por factores
exteroceptivos como la luz, la temperatura y las sustancias percibidas por el
olfato (Kileny Schwartz, 1999; Tresguerres, 2003).
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En la rata las variaciones en las concentraciones de las hormonas
hipofisiarias y ovaricas se acompafian de cambios citoldgicos y conductuales
caracteristicos de las diferentes fases estrales, cada una de las cuales tiene una
distinta duracion: el proestro dura de 12 a 14 horas, el estro de 25 a 27 horas, el
metaestro o diestro 1 de 6 a 8 horas y el diestro 2 de 55 a 57 horas (Freeman,
1994; Hernandez y Ramos, 2002).

El proestro (P) se caracteriza por la presencia de células epiteliales
nucleadas, las que se encuentran agrupadas mostrando un nucleo redondeado y
facilmente distinguible (Freeman, 1994). Empieza la conducta de celo, el
acercamiento, la monta y la copula por el macho son permitida en el proestro
tardio durante la fase de oscuridad y termina cuando comienza el estro
(Tresguerres, 2003; Feder, 1981). Los foliculos preovulatorios liberan una
cantidad elevada de E,, la P, mantiene estable su concentracion basal durante la
mayor parte del ciclo estral, aunque presenta un rapido incremento hacia la tarde
del P. La secrecion preovulatoria de esteroides sexuales estimula la conducta de
estro, asi como la cornificacion de las células epiteliales vaginales y la ovulacion
(Hernandez y Ramos, 2002).

Aumenta la amplitud y la frecuencia de pulsos de GnRH y mas tarde
sucede lo mismo con la amplitud y frecuencia en los pulsos de liberacion de FSH
y LH, los cuales son debidos al efecto estimulante de retroalimentacion positiva
del E,. El répido incremento de LH a las 17:00 horas (Dominguez-Gonzalez y
col., 1998) produce la ruptura del foliculo y la ovulacion. Después las
concentraciones de estrogenos descienden rapidamente hasta la linea basal, pero
las concentraciones de P, en sangre permanecen altas durante muchas horas si el
apareamiento no tiene lugar, o durante muchos dias en caso de producirse éste.
Las concentraciones altas de P, acttan poniendo fin a la conducta de estro
(Hernandez y Ramos, 2002). El utero por accién del E,, se hace extremadamente
contractil (Tresguerres, 2003) y pesa en promedio 242 mg/100 g de peso corporal
(Feder, 1981).
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Al dia siguiente, ya en la fase de estro (E), las células dominantes son las
epiteliales escamosas cornificadas, dichas células carecen de un ndcleo,
contienen un citoplasma altamente granuloso y de forma irregular (Freeman,
1994). Las concentraciones de E, y P, dentro del plasma venoso en los ovarios
permanecen bajos. Los valores séricos de LH se mantienen bajos desde el inicio
del estro, poco después de la ovulacién y durante el resto del ciclo hasta la mitad
del proestro. Un segundo pico en la concentracién de FSH se presenta en la
mafana del estro, que es debida a la disminucion de la secrecidon ovarica de
inhibina, y estimula el crecimiento folicular (Hernandez y Ramos, 2002;
Tresguerres, 2003). El Utero pesa aproximadamente 172 mg/100 g de peso
corporal (Feder, 1981).

Durante el metaestro o diestro 1 (M o D1), las células mas abundantes
son los leucocitos pequefios con citoplasma granular y nucleos vesiculares, los
cuales aparecen junto con un numero significativo de ceélulas epiteliales
cornificadas (Freeman, 1994; Hernandez y Ramos, 2002; Tresguerres, 2003).
Comienza el incremento en la secrecion de E, por los foliculos y de P, por los
cuerpos luteos, las que inhiben la secrecion de gonadotropinas. La
vascularizacion y motilidad del Gtero estan disminuidas (Tresguerres, 2003) y

pesa en promedio 166 mg/100 g de peso corporal (Feder, 1981).

En el dia del diestro 2 (D2), se presenta tambien gran cantidad de
infiltracion leucocitaria y algunas células epiteliales nucleadas (Freeman, 1994;
Hernandez y Ramos, 2002). Durante esta fase tiene lugar la regresion del cuerpo
luteo, los foliculos son estimulados a producir hormonas esteroides sexuales en
concentraciones crecientes, tales hormonas inhiben la secrecion basal de
gonadotropinas que a su vez mantienen el crecimiento folicular. EIl Utero es
pequefio y poco contractil (Herndndez y Ramos, 2002; Tresguerres, 2003), con

un peso total promedio de 134 mg/100 g de peso corporal (Feder, 1981).
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En las ratas con un periodo estral de cuatro dias, las concentraciones de T
y androstenediona en el plasma periférico presentan un patrén similar al del
estradiol (Hernandez y Ramos, 2002). El ciclo se reanuda cuando la liberacién de
GnRH estimula pulsos breves de gonadotropinas, lo que se traduce en el
desarrollo de una nueva cohorte folicular. En la rata, se puede considerar que los
dos dias del diestro y el dia del proestro constituyen la fase folicular del ciclo

estral que preceden a la ovulacion (Hernandez y Ramos, 2002).

Células epiteliales
cornificadas

Células
epiteliales
nucleadas

Figura 8. Representacion de las fases del ciclo estral: Proestro (P), Estro (E),
Metaestro o Diestro 1 (M) y Diestro 2 (D), y tipo de células que las caracterizan
(Modificado de Hernandez y Ramos, 2002).
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INERVACION OVARICA

Las funciones de los ovarios son reguladas por sefiales hormonales y
nerviosas. La inervacion del ovario se clasifica en intrinseca y extrinseca. La
inervacion intrinseca esta representada por microganglios de naturaleza
catecolaminérgica y vipérgica, y fibras que se originan de ellos (Dees y col.,
1995; D’Albora y col., 2002). Las neuronas positivas a tirosina hidroxilasa
(enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas) se localizan en la corteza y
médula del ovario. En la rata, la presencia de neuronas intraovaricas depende de
la cepa de rata estudiada, ya que las neuronas fueron identificadas en la cepa
Wistar, pero no en la Long-Evans ni Sprague-Dawley (D’Albora y col., 2000),
al momento desconocemos la existencia de estas neuronas en la cepa de rata
(CHI-ZV) del presente estudio.

La inervacion extrinseca estd formada por fibras simpaticas,
parasimpaticas y sensoriales derivadas de neuronas que se encuentran en el
complejo del ganglio celiaco-mesentérico superior, las que reciben informacion
nerviosas proveniente de diversas regiones del sistema nervioso central, entre las
que se encuentra el hipotalamo, los nucleos del rafé, del vago y la amigdala
(Burden y col., 1983; Klein y Burden, 1988; Gerendai y col., 1998, 2000).

La porcion simpatica de la inervacion extrinseca del ovario se origina de
la porcion toracica T11 al segmento lumbar L4 y hace sinapsis en el ganglio
celiaco- mesentérico superior. La porcion sensorial deriva del ganglio nodoso y
del ganglio de la raiz dorsal localizado entre el segmento toracico caudal T9-T11
y el segmento lumbar craneal del cordon espinal L2-L4, que arriban por el plexo
ovarico (PO) (Burden, 1978; Dissen y Ojeda, 1999).
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Estas neuronas contienen fibras que llegan a los componentes estructurales
del ovario, incluyendo la vasculatura, el tejido intersticial y los foliculos en
desarrollo (Dissen y Ojeda, 1999).

La inervacion parasimpatica del ovario de la rata proviene del nervio vago
(Burden y Lawrence, 1977), del cual aproximadamente el 85% de sus fibras son

de naturaleza sensorial (Burden, 1978).

La inervacion simpética llega al ovario por medio del PO y del nervio
ovérico superior (NOS). Ambos se originan del ganglio celiaco-mesentérico
superior. EI NOS se localiza en el borde libre del ligamento suspensorio, inerva
al ovario (Figura 9), al oviducto y al utero (Lawrence y Burden, 1980; Klein y
Burden, 1988; Dissen y Ojeda, 1999 y Lara y col., 2000, 2002) y sus fibras
penetran al ovario por el hilio, inervan células de la glandula intersticial, células
de la teca interna y vasos sanguineos (Lawrence y Burden, 1980), sin llegar a
células de la granulosa de los foliculos ni en las del cuerpo luteo (Dissen y Ojeda,
1999; Baljet y Drukker, 1980; Lawrence y Burden, 1980).

En el NOS hay paquetes de fibras de naturaleza noradrenérgica, vipérgica
y otras que liberan el neuropéptido Y (NPY). Los neurotransmisores que viajan
por estas fibras, participan en la regulacion de la sintesis de las hormonas
esteroides ovaricas (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980; Hsueh y col.,
1984; Dees y col., 1986).

Se ha mostrado que la NA estimula la esteroidogénesis ovarica a través de
la activacion de receptores B-adrenérgicos (Adashi y Hsueh, 1981; Aguado y
col., 1982), induciendo la secrecién de P, por las células de la granulosa y
luteales (Ratner y col., 1980; Adashi y Hsueh, 1981; Aguado y Ojeda, 1984b),
asi como androgenos en las células tecales (Dyer y Erickson, 1985; Hernandez y

col., 1988). Lo que ha sugerido que los nervios simpaticos noradrenérgicos
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amplifican la respuesta esteroidogénica de las células ovaricas a las

gonadotropinas (Leung y Adashi, 2004).

Mientras que el péptido intestinal vasoactivo (VIP), es un potente
estimulador de la secrecion de P, (Garraza y col., 2004), E, y andrégenos, ya que
actla sobre el complejo enzimatico encargado de la ruptura de la cadena lateral
del colesterol, la enzima limitante en la biosintesis de esteroides y ademas
estimula la actividad de la aromatasa (Davoren y Hsueh, 1985; Trzeciak y col.,
1987).

En el PO esté presente el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP), entre otros. Mientras que por parte del
nervio vago los péptidos que predominan son la sustancia P (SP) y el péptido
activador de la adenilato ciclasa (PACAP), la acetil colina, aunque tambiéen

presenta fibras que contienen VIP (Dissen y Ojeda, 1999).
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Figura 9. El esquema ilustra el curso del nervio ovérico superior (NOS) y plexo
ovarico (PO), estos nervios se originan del ganglio celiaco (GC). EI NOS viaja
junto al ligamento suspensorio (LS) hasta el ovario. EI GC se localiza a lo largo
de la aorta en las proximidades de la arteria renal (Modificado de Klein y col.,
1989). Se puede observar en lineas punteadas el sitio donde se realiza la seccion
en el presente estudio.

PARTICIPACION DE LA INERVACION SIMPATICA EN LAS
FUNCIONES REPRODUCTIVAS

La participacion de la inervacion en la regulacion de las funciones del ovario ha
sido analizada en funcion de los efectos de la seccion en modelos in vivo
(Burden, 1985; Morales y col., 1993; Chavez y Dominguez, 1994; Aguado,
2002; Forneris y Aguado, 2002; Doganay Yy col., 2009) o de la estimulacién de
los nervios que llegan a la glandula en modelos in vitro (De Bortoli y col., 1998,
2000; Sosa y col., 2004; Delgado y col., 2006; Vega y col., 2010).
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En la rata preplber con seccion bilateral del NOS, se observo un decremento en
el contenido de NA ovarica de hasta un 60%, que se acompafio de un mayor
numero de receptores p-adrenérgicos y una disminucion en la concentracion de
P, (Aguado y Ojeda, 1984a). Cuando en la rata adulta la seccion bilateral del
NOS fue realizada a las 11:00 6 16:00 h del P, una disminucion de la
concentracién de P, y E,, fue observada 4 minutos después de la seccion
(Aguado y Ojeda, 1984b), semejante a lo que habian reportado previamente en la
rata prepuber. Con estos resultados los autores proponen que el NOS estimula la

secrecion de esteroides por el ovario.

En la rata adulta la seccién del NOS derecho o la seccion de ambos
nervios, disminuye la tasa ovulatoria y el nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho. Sugiriendo que la inervacion que llega al ovario a traves del
NOS modula de manera estimulante y lateralizada la ovulacion espontanea
(Chavez y col., 1991).

En el animal prepuber la seccion unilateral del NOS resulta en una
disminucion en el numero de ovocitos liberados por el ovario denervado, en tanto
que el inervado presenta un incremento en la cuota ovulatoria, es decir una
respuesta compensadora semejante a la que presenta un animal con ovariectomia
unilateral (Morales y col., 1993); mientras que la secrecion de hormonas
esteroides ovaricas es regulada de manera diferencial dependiendo del nervio
seccionado y del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia (Moran y col.,
2000, Vieyra, 2007).

En la rata adulta en E, la estimulacion eléctrica del NOS derecho

disminuye la secrecién ovérica de E, (Kagitani y col., 2008).

Se ha mostrado que en la rata adulta, la seccion del NOS unilateral a las
13:00 h en los diferentes dias del ciclo estral modifica de manera diferencial la

secrecion de P, y E, 1 h después de la denervacion, efecto que depende del
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nervio seccionado y del dia del ciclo estral en que se realiza el estudio (Flores y
col., 2007).

En el animal de 24 dias de edad, la seccion bilateral del NOS, no modifica
la concentracién de FSH y de LH a los 7 dias post-denervacién (Aguado y Ojeda,
1984a). Otros estudios realizados en ratas de 4 dias de edad sometidas a la
seccion bilateral del NOS, mostraron una menor concentracion de FSH, pero no
de LH cuando los animales son sacrificados a los 30, 35 ¢ 60 dias de edad
(Forneris y Aguado, 2002).

Mientras que en la rata de 32 dias, la seccién del NOS izquierdo o la de
ambos nervios resultdo en una mayor concentracion de FSH en tiempos muy
cortos después de la denervacion, la seccion del nervio derecho préacticamente no

la modifica (Morales y col., 2008).

Mas recientemente se ha mostrado que en la rata peripuberal, la seccion
bilateral del NOS retraso la maduracion folicular ya que se observd un
adelgazamiento en la capa de células de la teca interna y de la pared folicular de
los foliculos preovulatorios (Doganay y col., 2009), asi como de un decremento
en el nimero y tamafo de los foliculos totales, inhibicion de la proliferacion y
apoptosis de las células de la granulosa en animales con seccion bilateral a los 2
dias de edad y sacrificados 30 6 90 dias despues de la denervacién (Zhang y col.,
2010).

A partir de los resultados de diversos estudios se sugiere que la inervacion
simpaética participa en la regulacion de la ovulacion, el desarrollo folicular y la
esteroidogénesis ovarica (Morales y col., 1993; Aguado y Ojeda 1994a, b; De
Bortoli y col., 1998, 2000; Moran y col., 2000; Sosa y col., 2000, 2004; Delgado
y col., 2004, 2006), la cual es diferente dependiendo de la edad y del dia del ciclo
estral de la rata (Aguado y Ojeda, 1984b; Flores y col., 2007; Kagitani y col.,
2008).
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Ya que los efectos de la seccion del NOS parecen depender de la hora del
dia, esto hace pensar en la existencia de un ritmo bioldgico que participa como

un factor regulador en las funciones del ovario.

RITMOS BIOLOGICOS

Las fluctuaciones periodicas en diversos parametros fisioldgicos son una
propiedad general de los seres vivos; cuando estas fluctuaciones ocurren a

intervalos regulares se consideran como ritmos biol6gicos (Salazar y col., 2006).

Los ritmos pueden definirse como la recurrencia o repeticion de eventos o
fendmenos bioldgicos en intervalos o periodos' de tiempo regulares (Aschoff,
1981).

Los ritmos bioldgicos son generados por un mecanismo enddégeno del
organismo. Se presentan en un amplio intervalo de frecuencias® de oscilacion y

van desde un ciclo por milisegundo hasta un ciclo por afio (Pittendringh, 1981).

En coordinacion con la cronobiologia, Enright (1981) clasifico a los

ritmos biologicos en tres grupos, de acuerdo con la frecuencia de su oscilacion.

1. Ritmos Ultradianos: ciclos que ocurren varias veces en un dia, tienen
frecuencias inferiores a la diaria, inferior a 19 horas. Por ejemplo, el ritmo

respiratorio, cardiaco, las ondas eléctricas cerebrales y el ciclo celular.

2. Ritmos Circadianos: estos ocurren una vez al dia o cercano a las 24
horas, en un intervalo de 19 a 29 horas. Por ejemplo, el ciclo suefio

vigilia, la secrecion hormonal del cortisol, de melatoninay de prolactina.

Periodo: es la duracion de un ciclo completo, es decir, el intervalo de tiempo entre dos puntos de
referencia idénticos, se expresa en unidades de tiempo (segundos, minutos, horas, dias, meses 0
afios). 2Frecuencia: nimero de ciclos que tiene lugar por unidad de tiempo (Gruart y col., 2002;
Campos y col., 2008).
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3. Ritmos Infradianos: ciclos cuyo frecuencia es superior a la diaria, mayor
a 29 horas. Por ejemplo, el ciclo menstrual en mamiferos, el ciclo estral en

los roedores, los ciclos reproductivos.

Cuando la frecuencia de un ritmo bioldgico se aproxima a la de un ciclo
ambiental se le denomina con el prefijo “circa”; por esta razon, a los ritmos
bioldgicos cercanos a las 24 horas se les Ilama ritmos circadianos (Salazar y col.,
2006) y persisten bajo condiciones ambientales controladas (luz, oscuridad,

temperatura) (Kennaway, 2004).

En los mamiferos, los ritmos circadianos representan un proceso
importante mediante el cual los eventos del medio interno se organizan en una
secuencia temporal, que permite una maxima adaptacion al medio externo. Esta
caracteristica permite al organismo predecir cambios en el ambiente geofisico
asociado con el dia y la noche y prepararse a ellos (Aguilar-Roblero y col.,
2004).

Para llevar a cabo esta funcién adaptativa, los ritmos circadianos requieren
que el sistema tenga la capacidad de medir el tiempo biologico, es decir, que el
ritmo circadiano sea generado enddégenamente y que se pueda ajustar al tiempo
geofisico, esto es, que en condiciones ambientales usuales, el periodo del
oscilador se ajuste al periodo del ciclo ambiental, a lo que se le denomina

sincronizacion (Aschoff, 1981).

Las sefiales o variables ambientales que modifican a los osciladores
circadianos se conocen como sincronizadores o zeitgebers (del aleman “dador
de tiempo”) (Aschoff, 1981), y se clasifican en: foticos, que se refieren al ciclo
luz-oscuridad, la cual es una de las sefiales mas comunmente estudiadas; y no
féticos, como la temperatura, la humedad, el ruido, las interacciones sociales, la
disponibilidad de alimento, la actividad motora, los campos eléctricos, la presidn

atmosfeérica, entre otras (Pittendringh, 1981; Salazar y col., 2006).
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El proceso de sincronizacion requiere la presencia de un reloj bioldgico
gue genere oscilaciones autosostenidas y que responda en forma discriminada a
los estimulos externos que puedan generar especificamente respuestas de fase®

por parte del mismo (Roenneberg y col., 2003).

EL RELOJ BIOLOGICO MAESTRO: EL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO

Un reloj bioldgico puede definirse como un sistema organico capaz de generar un
orden temporal en las actividades del organismo e implica la capacidad del
sistema a oscilar con un periodo regular y la capacidad de usar dichas
oscilaciones como una referencia temporal interna (Aschoff, 1981; Granados y
col., 1995.).

En los mamiferos, el sistema circadiano estd localizado en el Nucleo
Supraquismatico (NSQ; Rusak, 1982) que se ubica en la porcion ventral del
hipotdlamo anterior, ventrolateral al tercer ventriculo y dorsal al quiasma optico
(Balsalobre, 2002; Aguilar-Raoblero y col., 2004; Kennaway, 2004; Kriegsfeld y
Silver, 2006) (Figura 10). EI NSQ es una estructura pareada (Kennaway, 2004),
que en la rata adulta se compone de 16,000-20,000 neuronas pequefias, asociadas

con ceélulas gliales y terminales nerviosas (Van den Pol, 1991).

®Fase: se refiere al momento (hora, dia 0 mes) en que ocurre un hecho caracteristico dentro del
ciclo en estudio (Gruart y col., 2002; Campos y col., 2008).
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. ) NSQ e,

Figura 10. El reloj circadiano en los mamiferos estd localizado en el ndcleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo anterior. En el borde superior derecho se
representa la ubicacion rostro-caudal del cerebro de roedor con seccion coronal y
el esquema ilustra la ubicacién del NSQ en el cerebro. Quiasma optico, QO;
tercer ventriculo, 3V (Modificado de Kriegsfeld y Silver, 2006).

En la figura 11 se puede observar como estd conformado el sistema

circadiano, el cual consta basicamente de tres componentes:

1.- El componente de entrada (input component), son todas aquellas vias
nerviosas que captan las sefiales externas y que permiten al reloj bioldgico

sincronizar el tiempo circadiano con el medio ambiente.

2.- El nacleo oscilador u oscilador molecular (pacemaker), es el reloj biologico
que se encarga de convertir las sefiales externas en una respuesta a través de la
expresion ritmica de genes con una periodicidad cercana a 24 horas (Balsalobre,
2002; Antle y Silver, 2005; Buchanan y Gillette, 2005).
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3.- El componente de salida (output component), son aquellas vias nerviosas por
donde el oscilador transmite su informacion temporal al resto del organismo y
que permiten la expresion de los ritmos fisiologicos y conductuales (Balsalobre,
2002).

Componente  NSQ  Componente
deentrada marcapaso desalida

Fotoperiodo 0 & Conducta

S
& ﬂ §> Fisiologia

Otros Expresién génica
estimulos

NSQ-dirige
Sefales humorales

Fisiologia
0 &
Disponibilidad —, “ -
de alimento

Componente Higado Componente
deentrada oscilador desalida

Expresién génica

Figura 11. Modelo hipotético en la sincronizacion de los relojes periféricos por
el NSQ y sefiales locales. EI componente de salida del reloj en el NSQ controla
directamente varios aspectos de la ritmicidad circadiana a través de sefiales
humorales y neurales. EI componente de entrada al reloj del NSQ es requerido
para sincronizar el tiempo circadiano a las sefiales externas, principalmente al
fotoperiodo. Ademas las neuronas del NSQ producen o gatillan la produccion de
sefiales humorales que reinician o sostienen a los relojes periféricos. El
componente de entrada de los relojes periféricos puede ser directamente sensitivo
a algunas sefiales tales como la disponibilidad de alimento. Cuando el alimento
esta disponible ad libitum, los relojes periféricos estdn sincronizados
principalmente por el fotoperiodo a través del reloj en el NSQ. Sin embargo,
cuando la alimentacion esta restringida en la fase de iluminacion, los relojes
periféricos pueden escapar de la influencia de las sefiales dirigidas por el NSQ y
reiniciarse por sefiales locales dominantes como la disponibilidad de alimento
(Modificado de Balsalobre, 2002).
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Los estudios han llevado a plantear que el reloj circadiano en los roedores
es un complejo marcapasos que consta de dos osciladores mituamente acoplados
en antifase (con actividad antiparalela) uno con relacion al otro (Pittendringh,
1976), la evidencia de esta idea surge inicialmente en un fendmeno conocido
como “‘splitting” o actividad locomotora (rueda giratoria) disociada o dividida en
dos componentes estables que se presentan cada 12 h, la cual ha sido mas
estudiada en el hamster expuesto a luz constante. En el hamster el analisis
experimental de la expresion génica en el NSQ sobre el fendmeno de splitting
llevd a interpretar que los dos osciladores acoplados en este fendmeno
corresponden al lado derecho e izquierdo del NSQ (De la Iglesia y col., 2000).

Se ha identificado que las neuronas del NSQ contienen una amplia
variedad de neurotransmisores, principalmente péptidos, que se distribuyen en
dos poblaciones neuronales: una dorsomedial caracterizada por la presencia de
vasopresina (ADH), somatostatina, el factor liberador de corticotropinas (CRH),
neuroficina y encefalinas entre otras, y una ventrolateral caracterizada por la
presencia de VIP, péptido histidina-leucina (PHL), péptido liberador de gastrina
y la bombesina; la mayoria de las neuronas de las dos poblaciones sintetizan
GABA (Klein y col., 1991; Moore y Leak, 2002). Otros neuropéptidos también
sintetizados son el PACAP, la serotonina, el glutamato, el NPY, SP, estrogenos,
melatonina y citocinas como el factor de crecimiento semejante a la insulina-I,
leptina e interferén y también se han localizado los receptores a sus respectivos
ligandos (van den Pool, 1980; Kennaway, 2004; Kriegsfeld y Silver, 2006).

El ritmo circadiano de la actividad de las neuronas del NSQ es el resultado
de la oscilacion de un conjunto de “genes reloj” que forman asas de
retroalimentacion sobre la trascripcion y traduccion, en el cual la expresion de
estos genes es suprimida periddicamente por sus proteinas producto (Reppert y
Weaver, 2001). Hasta la fecha hay > 10 genes que forman las bases de la

ritmicidad celular como los que se muestran en el Cuadro 1 (Kennaway, 2004).
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Cuadro 1. Lista de genes reloj que desempefian un papel en la generacion de
ritmicidad celular en los vertebrados (Modificado de Kennaway, 2004).

Nombre del gen Abreviacion Nombr'e
alternativo

Period 1 perl

Period 2 per2

Period 3 per3

Circadian locomotor Clock

Output cycle kaput

Brain muscle Bmall MOP3

ARNT-like protein 1

Cryptochrome 1 cryl

Cryptochrome 2 cry2

Differentiated embryo chondrocytes 1 decl Stral3, Sharp2,
BHLHB2,Clast5

Differentiated embryo chondrocytes 2 dec2 Sharpl, BHLHB3

Rev erb alpha Rev erba

Casein kinase | epsilon
Casein kinase | delta

La lesion bilateral del NSQ produce la desorganizacion del patron
circadiano que caracteriza diversas conductas, actividad locomotora, ingesta de
alimento, ciclo suefio-vigilia y parametros fisioldgicos (secrecion de diversas
hormonas como la hormona adenocorticotropa, melatonina, LH) (Aguilar-
Roblero y col., 2004; Kennaway, 2004). Esto se produce por la disrupcion tanto
de comunicaciones nerviosas como de vias paracrinas o endocrinas. En los
animales con lesion del NSQ, el transplante del nucleo proveniente de fetos o de
animales neonatos restablece los ritmos; sin embargo, los mecanismos por los
cuales el transplante restaura la ritmicidad se desconocen (Moore y Leak, 2002).
Con estas evidencias se ha considerado al NSQ como un marcapasos circadiano

autbnomo.
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RELOJES BIOLOGICOS EN TEJIDOS PERIFERICOS

En mamiferos se observo que las proteinas traducidas a partir del RNAm se
sintetizan de manera circadiana, no solo en el NSQ, sino también en tejidos
periféricos incluyendo al bulbo olfatorio (Granados y col., 2004), higado,
masculo, rifidén, bazo, pulmoén, pancreas y adrenales (Balsalobre y col., 1998;
Reppert y Weaver, 2001; Buijs y col.,, 2003). Estos resultados fueron
interpretados como que en los mamiferos muchos tipos celulares parecen tener
todos los elementos moleculares necesarios, para lograr la expresion de un gen
circadico y por lo tanto cada célula en tejidos periféricos pueda tener su propio
reloj. Sin embargo, la extirpacion de alguno de los tejidos no altera la expresion
de la ritmicidad circadiana en el 6rgano (Gruart y col., 2002). Asi, se ha
demostrado, al menos funcionalmente (aunque no anatomicamente), la existencia
de otros osciladores que determinan ritmos que no desaparecen con la
destruccion del NSQ.

Dado que las neuronas del NSQ vy las células de los tejidos periféricos
generan oscilaciones por mecanismos similares, se ha postulado que el reloj del
NSQ vy los periféricos son similares pero no identicos. Por lo que, el reloj del
NSQ se define como marcapasos capaz de generar y mantener sus oscilaciones
independientes, mientras que los relojes periféricos son osciladores que requieren
de seflales externas para sostener y sincronizar sus ritmos circadianos
(Balsalobre, 2002).

En los vertebrados, dependiendo de la especie, se han propuesto al NSQ, a
la retina y la glandula pineal como posibles marcapasos circadianos. En anfibios,
reptiles y aves se ha documentado ampliamente el papel del marcapaso de la
retina y la pineal, mientras que en los mamiferos, principalmente en los roedores,
se sefiala al NSQ (Klein'y col., 1991).
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Recientemente, diversos genes reloj (arntl, perl, per2, clock, cryl) han
sido reportados que operan en el ovario de la rata adulta e inmadura (Fahrenkrug
y col., 2006; Karman y Tischkau, 2006; He y col., 2007; Yoshikawa y col., 2009:
Nakamura y col., 2010). Por estudios de inmunohistoquimica se ha mostrado que
los genes perl y per2, presentan una expresion ritmica en células
esteroidogénicas de la granulosa y de la teca de foliculos preantrales, antrales y
preovulatorios, en el cuerpo lGteo y células de la glandula intersticial, pero no en

el ovocito (Fahrenkrug y col., 2006; Karman y Tischkau, 2006).

Los grupos de investigacion de Fahrenkrug (2006), Karman (2006), He
(2007) y Yoshikawa (2009) han demostrado que el ovario de los mamiferos

tiene un reloj circadiano enddégeno (Dolatshad y col., 2009).

Varios resultados han permitido sugerir que la expresion de los genes reloj
en el tejido ovarico estd regulada por las gonadotropinas (Karman y Tischkau,
2006; He y col., 2007; Yoshikawa y col., 2009) y por el ciclo estral (Nakamura y
col., 2010).

PAPEL DEL NSQ EN LA REGULACION DEL CICLO ESTRAL Y LAS
FUNCIONES DEL OVARIO.

Muchos procesos fisiolégicos como el comportamiento, la ovulacion y la
secrecion de diversas hormonas presentan ritmicidad circadiana, la cual es
controlada por relojes enddgenos presentes en las neuronas del NSQ y en células
de los tejidos periféricos, como en el ovario (Antle y Silver, 2005; Buchanan y
Gillette, 2005).

La secrecion de ciertas hormonas presentan variaciones durante el ciclo
circadico como es el caso de la corticosterona para la rata y del cortisol para el

humano (Johnson y Levine, 1973), las gonadotropinas y los esteroides gonadales
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en el hamster, la rata y el humano que varian dependiendo de la etapa de luz-
oscuridad a la que son sometidos (Andrews y Ojeda, 1981; de la Iglesia y col.,
1999).

En estudios previos hemos mostrado que la administracion de
pentobarbital sédico en el dia del P, E, D1 o D2 en varias horas del dia, puede
inhibir la elevacion de LH y la ovulacion, debido a una disrupcion o retraso en la
secrecion de estrogenos, ambos eventos (liberacion preovularia de LH y la
ovulacion) ocurren 24 h después del E (Dominguez y Smith, 1974). Actualmente
se acepta que el tiempo requerido para que culmine el crecimiento del foliculo y

libere el ovocito estd determinado por el NSQ (Kennaway, 2004).

La secrecion de gonadotropinas es regulada por varios sistemas, entre
ellos el colinérgico. La administracion de una dosis de 100 mg/kg de p.c. de
sulfato de atropina resulta en el bloqueo de la ovulacion, el cual depende de la
hora y del dia del ciclo estral en el que se administre el farmaco. Asi se obtiene
70% del blogueo cuando se administra a las 17:00 del E, y hay un bloqueo total
si la atropina se inyecta a las 09:00 o 13:00 h del D1, sugiriendo que el sistema
colinérgico ejerce una regulacion circadica sobre la secrecion de gonadotropinas
(Dominguez y col., 1982). De igual manera, la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa en el hipotalamo muestra un patron circadico (Cruz y col.,
1990).

Se ha mostrado que el NSQ establece la duracion de la fase de luz del dia,
cuando el NSQ es dafiado, se interrumpe el ciclo estral, esto hace evidente que la
luz es uno de los factores que controla el ciclo estral, via el NSQ. En la
interaccion entre los componentes del eje hipotalamo-hipofisis-ovario, para
regular el ciclo estral, se requiere de la integridad del NSQ (Balsalobre, 2002;
Barbacka-Surowiak y col., 2003).
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En los roedores hembra, el NSQ envia proyecciones neurales (que
expresan VIP) directamente a neuronas GnRH-érgicas (Van der Beek, 1997a). La
conexion entre las células del NSQ-GnRH determinan las bases anatémicas de la
influencia circadica en la regulacion de los ciclos reproductivos de la hembra
(Van der Beek y col,. 1993). Los estudios de Smith y colaboradores (2000)
sugieren que las neuronas VIP-érgicas originadas en el NSQ, reciben sefiales
féticas que entran directamente por la retina (tracto retino-hipotalamico) vy
transmiten la informacion del fotoperiodo a las neuronas GnRH-érgicas. De esta

forma, las neuronas VIP-érgicas regulan directamente a neuronas de GnRH.

Estudios realizados por De la Iglesia y colaboradores (2003) propusieron
que en la hembra del hamster la elevacion de LH que se produce
aproximadamente cada 12 h en el split, se debia al reflejo de la activacion
alternada de las neuronas de GnRH, en el lado izquierdo y derecho del area

preoptica, ipsilateral a los nucleos supraquiasmaticos.

Hay evidencias de que los estrogenos ejercen sus efectos en los ritmos con
actividad circadica actuando directa o indirectamente en el NSQ (Barbacka-
Surowiak y col., 2003; Kriegsfeld y Silver, 2006). La expresion de receptores a
E> (RE) o y B en el NSQ ha permitido sugerir que los estrogenos actlan
directamente en los ritmos circadicos en el hamster, (Tavakoli-Nezhad y
Schwartz, 2005), el raton (Shughrue y col., 1997) y el humano (Kruijver y
Swaab, 2002), mientras que en la rata (Barbacka-Surowiak y col., 2003) actlan
de manera indirecta a través de vias multisinapticas, sensitivas a esteroides, con
las neuronas de otras areas cerebrales que contienen RE como el area preoptica
[donde las neuronas GnRH-érgicas poseen RE-B (Pettersen y col., 2003)], la
amigdala, nucleo arcuato y el nucleo paraventricular anteroventral (AVPV) (De

la Iglesia y col., 1999).
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El AVPV (region sexualmente dimorfica) localizada entre el NSQ vy el
area preoptica medial, ha sido propuesta como un candidato donde convergen las
sefiales circadianas y la de los estrogenos (Pettersen y col., 2003). La gran
cantidad de RE-a en el AVPV parece necesario para que se produzca el efecto de
retroalimentacion positiva de los estrdgenos sobre la liberacion preovulatoria de
LH. Las neuronas del AVPV estan conectadas (Watson y col., 1995) y se
proyectan a las neuronas del NSQ (De la Iglesia y col., 1999).

Se ha mostrado que en machos castrados, la duracion de la actividad
locomotora incrementa, mientras que las revoluciones de la rueda giratoria por
ciclo disminuye, indicando que la T afecta la consolidacion de los ritmos de
actividad locomotora (Kriegsfeld y Silver, 2006). La T puede actuar a través de
sus receptores en el NSQ, los cuales se han identificado en varias especies
(Clancy y col., 1994; Kashon y col., 1996; Fernandez-Guasti y col., 2000), o
indirectamente por su conversion a E, (Kriegsfeld y Silver, 2006).

Por estudios con trazadores se ha mostrado que en los adipositos, corazén
e higado las conexiones multisindpticas con el sistema nervioso simpatico y
parasimpatico, son moduladas por el NSQ (Buijs y Kalsbeek, 2001; Scheer y
col., 2001). Estas evidencias permiten sugerir que la informacion neural que
transcurre por la inervacion simpatica del ovario y del Utero puede también ser
regulada por el NSQ (Kennaway, 2004), aunque al momento no existen

evidencias que lo avalen.
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Planteamiente del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La regulacion endocrina del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario se realiza por
sefiales hormonales originadas en el hipotdlamo (principalmente por GnRH), que
pasan a la hipofisis (FSH, LH, prolactina, entre otros) y finalmente llegan al
ovario (estrégenos, progesterona, andrdgenos, activina, inhibina, folistatina),
ademas de sefiales nerviosas que se originan en diversas regiones del SNC y que
llegan al ovario por el NOS (sistema simpatico), después de hacer relevo en el

ganglio celiaco-mesentérico superior.

La inervacion del ovario regula la respuesta de los foliculos y de la glandula
intersticial a las gonadotropinas, mientras que otras fibras llevan informacion
sobre las respuestas del ovario hacia diversas regiones del SNC. Existe poca
informacion si la modulacion nerviosa que ejerce el NOS en la secrecion
hormonal y la ovulacion espontanea varia en las diferentes horas del dia (fase de
iluminacidn) y si esta respuesta depende de la etapa del ciclo estral. Por lo que en
el presente estudio se analizo el efecto de la seccion uni o bilateral del NOS a las

11:00 6 17:00 horas del diestro 1 o del proestro sobre las funciones ovaricas.
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HIPOTESIS

Si el nervio ovarico superior es una via nerviosa de conexion entre el sistema
nervioso central y los ovarios que participa en la modulacion de las funciones
reproductivas, entonces la eliminacion de la informacion nerviosa que transcurre
por este nervio a través de su seccion, en diferentes momentos del dia en el
diestro 1 o proestro, resultara en modificaciones tanto de la secrecion hormonal

como de la ovulacion espontanea.
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Obgetivos

OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion unilateral o bilateral

del nervio ovérico superior, realizada a las 11:00 y a las 17:00 horas del diestro 1

0 proestro sobre la funcion ovarica.

L X4

L X4

*,

D)

D)

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion unilateral o bilateral
del nervio ovérico superior, realizada a las 11:00 y a las 17:00 horas del
diestrol o proestro sobre el peso hiumedo de los ovarios, las adrenales y el

Utero.

Analizar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion unilateral o bilateral
del nervio ovérico superior, realizada a las 11:00 y a las 17:00 horas del

diestrol o proestro sobre ovulacion espontanea.

Analizar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion del nervio ovarico
superior, realizada a las 11:00 y a las 17:00 horas del diestro 1 o proestro

sobre la concentracion de FSH y LH.

Analizar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion unilateral del nervio
ovarico superior o de ambos nervios, realizadas a las 11:00 y a las 17:00
horas del diestro 1 o proestro sobre la concentracion de progesterona,

testosterona y estradiol.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembras, adultas virgenes, de la cepa ClI-ZV, con libre acceso
al agua y alimento, mantenidas en condiciones de iluminacién controlada de 14 h
de luz y 10 h de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h) y temperatura de
22+2 °C. En todos los casos se siguid lo establecido por la Ley Mexicana de
Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion. El Subcomité
del Posgrado en Ciencias Biologicas de la UNAM aprob6 el protocolo
experimental. El ciclo estral de los animales fue monitoreado por la toma diaria
de frotis vaginales. Sélo se utilizaron aquellos animales que presentaron al menos

2 ciclos consecutivos de 4 dias de duracion.

A diferentes grupos de animales (n=10/grupo) se les realizo la seccion
unilateral o bilateral del nervio ovarico superior, a las 11:00 o a las 17:00 horas
del diestro 1 o del proestro, siguiendo la metodologia habitual del laboratorio.
Los animales se anestesiaron con éter etilico, se realizd una incision lateral de
aproximadamente 1 cm que abarco piel, masculo y peritoneo, se exteriorizo el
ovario unido al Utero, se identifico el ligamento suspensorio y se secciond el
nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o ambos nervios
(SBNO) [Figura 9, la linea punteada indica el lugar donde se realizo el corte]. El

ovario fue regresado a la cavidad abdominal y se sutur0 la herida.

Como grupos de comparacion utilizamos animales que no recibieron
tratamiento (testigo absoluto, TA) y animales a los que se les realizd una
operacion simulada o laparotomia izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral
(OSB), la cual consistié en la incision de piel, mdsculo y peritoneo, y que sin

tocar ningun organo se suturo la herida.
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Grupos de animales tratados y no tratados fueron sacrificados por decapitacion, 1

0 24 horas después de la intervencion.

Se colectd la sangre del tronco y se centrifugd a 3000 rpm durante 15
minutos, el suero se congelo a -20 °C hasta el momento en que se determinaron
las concentraciones de P4, T, E,, FSH y LH por RIA. A la autopsia se disecaron
las adrenales, los ovarios y el Gtero e inmediatamente después se pesaron (peso
himedo) en una balanza de precision, en los oviductos se buscé la presencia de
ovocitos los cuales fueron contados con la ayuda de un microscopio

estereoscopico.
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ESQUEMA QUE MUESTRA LOS DIFERENTES GRUPOS

EXPERIMENTALES REALIZADOS EN EL PROTOCOLO

Diestro 1 24h
I v
1h
24h
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experimentales 1h
TA @
OSl
05D | | | | |
0S8 —— F— | | |
SNOI 11:00 12:00 17:00 18:00 11:00 17:00
SNOD
SENG Diestro 1 Diestro 2
Proestro 24h
I v
1h
24h
Grupos | v
experimentales 1h
TA @
OSlI
OSD
| | | | |
0SB —— F—t— | |
SNOI 11:00 12:00 17:00 18:00 11:00 17:00
SNOD
SBNO Proestro Estro
% cirugia
@ autopsia
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CUANTIFICACION HORMONAL POR
RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

» Hormonas Esteroides

La cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol)
se realizd por RIA de fase sélida, con estuches comerciales (Coat-A-Count,
USA), que consisten de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos

y
calibradores para la realizacion de la curva patron de cada hormona. En el caso

I 125 |125 |125

especificos: anti-progesterona-1--°, anti-testosterona- 0 anti-estradiol-
de progesterona y estradiol, a cada tubo se le adicionaron 100ul de suero
problema y para testosterona se adicion6 50 ul del suero, mas 1 ml de la hormona
radioactiva (1'®°). Los tubos se agitaron en un vortex durante un minuto y se
incubaron a temperatura ambiente durante tres horas. La muestra fue decantada,
se retird el sobrenadante y los tubos se colocaron en un contador de centelleo
gamma modelo Cobra 5005, Packard™ para la determinacion de la
concentracion de la hormona en la muestra problema, en funcion de las cuentas
por minuto y de la curva de calibracion. La concentracion de progesterona se

expresé en ng/ml, mientras que la de testosterona y estradiol en pg/ml de suero.

Los coeficientes de variacion intra e interespecificos fueron 8.35% y 9.45%
para progesterona, 9.65% y 10.2% para testosterona y 8.12% y 9.28% para
estradiol. La sensibilidad del analisis fue de 0.02 ng/ml para progesterona, de 4

ng/dl para testosterona y de 8 pg/ml para estradiol.

44



» Hormonas Proteicas

La cuantificacion de hormonas proteicas (FSH y LH) se realiz6 por RIA de doble
anticuerpo, en tubos de vidrio se colocaron 100 ul de suero problema mas 100 ul
de hormona marcada con FSH-I1'® o LH-1'*®, después se adiciond el anticuerpo
obtenido de suero de borrego anti-FSH o anti-LH y la mezcla se dejo incubar por
24 h.

Posteriormente, se agregaron 100 pl del segundo anticuerpo suplementado
con suero normal de conejo y la mezcla se incubo durante 2 horas. Pasado este
tiempo, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm a -4 °C por 30 minutos, se decanto
el sobrenadante y se secaron las paredes de los tubos y enseguida se colocaron en
un contador de rayos gamma, modelo Cobra 5005, Packard ™. Para determinar la
concentracion de la hormona en la muestra problema, se realizd una curva de
calibracion utilizando estandares para FSH (rFSH-RP2) o LH (rLH-RP2) y de
las cuentas por minuto. Las concentraciones de FSH y LH se expresaron en
ng/ml de suero. Los coeficientes intra e interespecificos fueron los siguientes:
5.1%y 6.5% para LH, y 4% y 7.9% para FSH. La sensibilidad del anélisis fue de
0.02 ng/ml para LH y de 0.1 ng/ml para FSH.

La cuantificacién de las hormonas esteroides y proteicas se realiz6 en
el Laboratorio de Hormonas Esteroides y Proteicas del Departamento de
Biologia de la Reproduccidon del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion “Salvador Zubiran”.
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CALCULO DE LA TASA DE ANIMALES OVULANTES

El calculo de la tasa de animales ovulantes (TAO) de los animales operados en el
proestro a las 11:00 6 17:00 h y sacrificados en 24 horas (estro), se realiz6 con la

siguiente formula:

TAO = ___ _Numero de animales ovulantes X 100
NUmero total de animales por grupo

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de pesos de 6rganos, las concentraciones séricas de P4, T, E,,
FSH, LH se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza Multifactorial
(ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. EI namero de ovocitos liberados fue
analizado por la prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. La tasa
de animales ovulantes se analizo por la prueba de Fisher. Cuando se realizd la
comparacion entre dos grupos, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney o “t” de
Student dependiendo del parametro analizado. Se consideraron estadisticamente

significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fuera igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1.

Efectos agudos y sub-agudos de la operacion simulada realizada a las 11:00
6 17:00 horas del diestro1 o proestro sobre la funcién ovdrica

= Peso Corporal y Masa Ovérica
El peso corporal y la masa ovarica de los animales sometidos a la operacion

simulada fue similar al del grupo testigo (datos no mostrados).

= Peso del Utero y Masa Adrenal

Una hora post-cirugia, el peso del Utero de los animales con OSI a las 17:00 h
del P fue mayor que en el grupo control (425.8+9.8 vs. 381.0£9.5 mg, p<0.05).
El peso del utero fue menor en los animales con OSB realizada a las 17:00 del
D1, sacrificados a las 24 horas post-laparotomia (303.1+13.7 vs. 370.2+14.6 mg,
p<0.05).

En los animales con OSD tratados a las 17:00 h del D1 y sacrificadas a las
24 h, la masa adrenal fue mayor que en las hembras testigo (59.5£2.3 vs.
48.7+£1.8 mg, p<0.05).
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= QOvulacion

En las hembras TA sacrificadas a las 17:00 h del E, el nimero de ovocitos
liberados por el ovario derecho fue mayor que el izquierdo (6.7+0.6 vs. 4.8+0.4,
p<0.05).

El nimero de ovocitos liberados y la tasa de animales ovulantes (TAO)
de los animales con operacion simulada fue similar al del grupo control (datos no

mostrados).

= Concentracion de P4, Ty E>en suero

En la figura 12 se presentan los cambios inducidos por las operaciones
simuladas sobre las concentraciones de P4, T y E, en animales sacrificados una o

24 horas después de la cirugia.

En los animales tratados a las 11:00 6 17:00 h del D1 sacrificados una
hora después de la cirugia, la concentracion de P, fue mayor que en el grupo
control. En los animales con OSI u OSB a las 11:00 h del D1 sacrificados 24
horas después de la cirugia, la concentracion de P, fue menor que en el grupo
control. La OSB a las 17:00 h del D1 y evaluado 24 horas después, resulté en

una mayor concentracion de la hormona.

En los animales sometidos a operacion simulada uni o bilateral a las 11:00
h del P, una hora después del tratamiento la concentracion de P, fue mayor que
en los animales control. En comparacién con los animales TA, la OSB practicada
a las 11:00 6 17:00 h del P, 24 horas post-laparotomia, la concentracion de la

hormona fue mayor.
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La concentracion de T en los animales con OSI u OSD a las 11:00 h de
D1 una hora después de la laparotomia, fue mayor que en los animales TA.
Veinticuatro horas después de la laparotomia uni o bilateral en la mafiana o tarde

del D1, la concentracién de T fue menor que en el grupo control.

La concentracion de T en las hembras con operacion simulada uni o
bilateral a las 11:00 6 17:00 h del P, una hora después del tratamiento, fue mayor
que en los animales TA. Veinticuatro horas después de la OSD u OSB realizadas
a las 11:00 h del P, la concentracion de la hormona fue menor, mientras que con

la OSl a las 17:00 del P, la concentracion de T fue mayor que el grupo control.

La concentracion de E; en los animales con OSB en la mafiana o tarde del
D1 o en la mafana del P, sacrificados una hora después de la cirugia, fue menor

que en el grupo testigo.

Las ratas sometidas a OSI u OSB a las 11:00 h del D1, 24 horas después
del tratamiento, la concentracion de E, fue mayor que en los animales TA.
Veinticuatro horas después de la OSB a las 17:00 h del D1o laparotomia uni o
bilateral practicadas a las 17:00 h del P, la concentracién de la hormona fue

menor que en el grupo control.
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Figura 12. Media +

e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y estradiol de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada
izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB) realizada a las 11:00 6 17:00 h
del diestro 1 o proestro y sacrificadas 1 6 24 h post-cirugia. %#p<0.05 vs. TA
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

50




Resaltados

= Concentracion de la FSH y LH en suero

En la figura 13 se presentan los cambios inducidos por las operaciones
simuladas sobre las concentraciones de FSH y LH en animales sacrificados una o

24 horas después de la cirugia.

Una hora después de realizada la OSD a las 11:00 6 17:00 h del D1, la
concentracién de FSH fue menor que el grupo control. Un resultado similar se
observo en los animales sometidos a OSB en la mafiana del P, autopsiados una

hora post-tratamiento

La OSD practicada a las 11:00 h del D1, 24 horas post-cirugia, la
concentracion de FSH fue mayor que en el grupo TA. Con la laparotomia uni o
bilateral realizada a las 17:00 h del D1y evaluada 24 horas post-cirugia, la
concentracion de la hormona fue menor que en los animales TA. Las mismas
cirugias a las 11:00 h del P, 24 horas después del tratamiento, resultaron en una

mayor concentracion de FSH que el grupo testigo.

La concentracion de LH en los animales con operacion simulada uni o
bilateral practicadas en la mafiana o tarde del D1 y evaluada una 6 24 horas
despueés de la cirugia, fue menor que en los animales control. En comparacion
con los animales testigo, la operacion simulada uni o bilateral en la mafiana del
P, evaluada una hora después del tratamiento, resulté en mayor concentracion de
LH, al igual que con la OSD realizada en la mafnana del P y evaluada 24 horas
post-cirugia. Con la OSI practicada en la tarde del P, la concentracion de la

hormona fue menor que el grupo testigo.
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Figura 13. Media = e.e.m. de la concentracion sérica de FSH y LH de ratas
testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSl), derecha (OSD) o
bilateral (OSB) realizada a las 11:00 6 17:00 h del diestro 1 o proestro y

sacrificadas 1 6 24 h post-cirugia. %p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida de la
prueba de Tukey).
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RESUMEN DE RESULTADOS

DIESTRO 1
Tiempo
evolucion 1 hora 24 horas 1 hora 24 horas
Hora . ]
cirugia 11:00 17:00
Grupo OSI|OSD | OSB|jOSI|OSDJOSB|ljosijosDjosB)|jOsI| OosSD | osB
P4 1 = 1 . = . 1 1 1 = = 1
T T T = i i i = = = ¢ ¢ i
E> = = 1 1 = 1 = = 1 _ — 1
FSH = 1 = = 1 = 1 - 1 n 1
LH i i . . . = 3 - 3 1 1
PROESTRO
eIioenggn 1 hora 24 horas 1 hora 24 horas
Hora . ]
cirugia 11:00 17:00
Grupo OSI|OSD | OSB|JOSI|OSD | OSB|ljosijosDjosBJjOsI| OosSD | osB
P4 1 1 1 = = 1 = = = = = 1t
T 1 1 1 = i . 1 1t 1t 1 = =
Ez =l =1 =1=1=lI=l==0l+] 4|1
FSH = = . 1 1 1 = - = = = =
LH 1 = 1 = = - = 3 = =

Resumen de los efectos agudos y sub-agudos de la operacion simulada izquierda
(OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB) comparados con el grupo testigo
absoluto (TA), realizada en ratas adultas a las 11:00 6 17:00 horas del diestro 1 o
proestro y autopsiadas 1 0 24 horas post-cirugia sobre la concentracion serica de
progesterona (P,), testosterona (T), estradiol (E,), de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH). Donde los signos de igual
(=) indican no diferencias, las flechas hacia abajo sefialan disminuciones (¥) y las
flechas hacia arriba sefialan incrementos (t) en los parametros evaluados.
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Debido a que la operacién simulada modificé varios de los parametros
estudiados, los efectos de la seccion uni o bilateral del NOS se compararon con

los de su respectiva operacion simulada.

EXPERIMENTO II.

Efectos agudos y sub-agudos de la seccion del nervio ovdrico superior
realizada a [as 11:00 6 17:00 horas del diestro1 o proestro sobre la funcion
ovdrica

= Peso Corporal y Masa Ovérica
El peso corporal de los animales sometidos a la seccion uni o bilateral del NOS

fue similar a la de sus respectivos grupos con laparotomia (Datos no mostrados).

Una o 24 horas post-denervacion, la masa ovarica de los animales
sometidos a SBNO a las 11:00 6 17:00 h del D1 o P, fue mayor que el grupo

con laparotomia (Cuadro 2).

Veinticuatro horas despues de la SNOI practicada a las 11:00 6 17:00 h
del D1, la masa ovarica fue mayor que el grupo de OSI. En los animales con
SNOD a las 11:00 h del P, sacrificados a las 24 horas, la masa ovarica fue

mayor que en el grupo de OSD (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Media = e.e.m. de la masa ovarica (mg) de ratas con operacion
simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB), seccion del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO)
realizada a las 11:00 6 17:00 h del diestro 1 o proestro y sacrificadas 1 6 24
horas post-cirugia.

Dia de la DIESTRO 1 PROESTRO
C|rug|a
Tiempo de 1 HORA POST-CIRUGIA
evolucidon
Hora de la 11:00 17:00 11:00 17:00
cirugia
osI 57.3+1.5 54.5+1.2 53.8+1.1 60.2+2.0
SNOI 58.9+2.1 58.0+2.1 55.9+1.8 60.2+2.9
0SD 59.2+2.0 54.5+3.1 56.0+1.8 59.7+2.9
SNOD 55.6+4.6 52.7+2.2 57.7+0.7 61.6+2.3
0SB 55.9+1.8 54.7+1.6 55.1+1.3 57.3+2.2
SBNO 60.8+1.04 55.0+1.5 61.9+2.24 58.4+2.9
Tiempo de 24 HORAS POST-CIRUGIA
evolucién
oSl 58.0+1.5 50.9+2.1 60.0+2.8 67.8+3.2
SNOI 64.6+2.14 75.7+2.5% 62.3+1.5 65.0+2.3
0OSD 63.3+1.8 62.6+2.3 59.4+2.0 65.242.2
SNOD 62.3+2.3 64.4+3.7 67.0+2.3% 67.3+4.3
OSB 57.7+2.2 63.0+2.3 54.4+3.2 70.4+5.8
SBNO 65.2+2 4 66.5+3.5 66.9+2.4% 69.9+2.5

#»p<0.05 vs. su respectivo grupo con OS (Prueba “t” de Student).

Peso del Utero y Masa Adrenal

En los animales con SNOI a las 11:00 h del D1, sacrificados una hora después de
la denervacion, el peso del utero fue mayor que en el grupo de operacion

simulada. La misma cirugia practicada a las 17:00 h del P, resulté en menor peso
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del 6rgano. Una hora después de la SBNO a las 11:00 h del P, el peso del utero

fue mayor que en el grupo con OSB (Cuadro 3).

La SNOI a las 11:00 h del D1, 24 horas post-denervacion, resulté en
menor peso del Gtero que el grupo con OSI. En los animales con SBNO a las
17:00 h del D1, 24 horas después de la denervacién, el peso del érgano fue

mayor que la OSB (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media + e.e.m. del peso del Utero (mg) de ratas con operacion
simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB), seccion del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO)
realizada a las 11:00 6 17:00 h del diestro 1 o proestro y sacrificadas 1 ¢ 24

horas post-cirugia.

Dia de la DIESTRO 1 PROESTRO
cirugia
Tiempo de 1 HORA POST-CIRUGIA
evolucidon
Hora de la 11:00 17:00 11:00 17:00
cirugia
osI 264.36.8 | 262.4%85 | 397.7+22.4 | 425.8+9.8
SNOI | 303.7412.0% | 291.4+11.0 | 410.2+253 | 389.0+8.44
0SD 288.5+¢17.0 | 271.2+5.2 | 430.2¢9.9 | 393.8+12.3
SNOD 28724134 | 271.9+4.7 | 464.0+135 | 420.8%8.7
0SB 200.2+47.6 | 264.6+11.7 | 389.8+11.0 | 371.7+7.2
SBNO 207.046.8 | 292.2+#12.8 | 441.5+13.5# | 350.9+7.4
Tiempo de 24 HORAS POST-CIRUGIA
evolucién
osI 322.8+14.1 | 326.9+100 | 339.7+115 | 324.6+16.8
SNOI | 281.4+10.3% | 320.9+13.9 | 349.1+11.7 | 335.4+12.8
0SD 338.0+183 | 334.3+11.1 | 366.5+13.0 | 320.7+18.6
SNOD 316.6:155 | 316.3+115 | 404.0+21.1 | 346.8+11.7
0SB 310.049.4 | 303.1#13.7 | 390.8+13.8 | 325.7+118
SBNO 315.1+15.0 | 350.4+14.3% | 372.6223.1 | 316.9+15.2

#p<0.05 vs. su respectivo grupo con OS (Prueba “t” de Student).
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Una hora después de la SNOI a las 17:00 h del D1, la masa adrenal fue
mayor que en las ratas con laparotomia (50.2+2.5 vs. 42.5+1.4 mg, p<0.05). La
SBNO a las 17:00 h del D1, 24 horas después del tratamiento, resulté en un
mayor peso de la masa adrenal que su grupo con operacién simulada (60.6+2.4
vs. 47.8+£1.9 mg, p<0.05).

= Qvulacion

La SNOI practicada a las 11:00 h del P, evaluada 24 h después, resulto en una
disminucién del nimero de ovocitos liberados por el ovario denervado que el
ovario inervado (4.8+0.6 vs. 6.8+0.7, p<0.05). La SBNO a las 11:00 del P,
resultd en una menor cuota ovulatoria por el ovario izquierdo que en el grupo con
OSB (Figura 14).

En las ratas con SNOD a las 17:00 h del P, autopsiadas a las 24 horas, el
namero de ovocitos liberados fue menor por el ovario denervado que en los

animales con operacién simulada (Figura 14).
La tasa de animales ovulantes (TAO) de los animales con seccion uni o

bilaeral del NOS fue similar a la de los grupos con operacion simulada (datos no

mostrados).
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OVULACION
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Figura 14. Media £ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por los ovarios
izquierdo (Ol) y derecho (OD) de hembras testigo absoluto (TA), con operacion
simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o bilateral (OSB), seccion del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o de ambos nervios (SBNO)
realizada a las 11:00 6 17:00 h del proestro y sacrificadas 24 horas post-
cirugia. #p<0.05 vs. su respectivo grupo con OS (Prueba U de Mann-Whitney).
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= Concentracién de P, en suero

En los animales con SNOI o SBNO a las 11:00 h del D1, 24 h post-cirugia, la
concentracién de P, fue mayor que en las ratas con laparotomia, mientras que los
mismos tratamientos realizados a las 17:00 h del D1, resultaron en menor
concentracién. La concentraciéon de P, en las hembras con SNOD en el D1 o P

fue similar al del grupo con OSD (Figura 15).
Con la SBNO a las 11:00 h del P, una hora después de la denervacion, la

concentracion de P4 fue menor que en los animales con operacion simulada
(Figura 15).
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Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona de ratas
testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSl), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a las 11:00 ¢ 17:00 h del diestro 1 o

proestro y sacrificadas 1 6 24 horas post-cirugia. #p<0.05 vs. su respectivo
grupo con OS (Prueba “t” de Student).
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= Concentracion de T en suero

Veinticuatro horas después de la SNOI realizada a las 11:00 h del D1, la
concentraciéon de T fue menor que en el grupo con OSI (22.8+1.7 vs. 45.3+2.6
pg/ml, p<0.05), mientras que cuando la seccién se realiz6 a las 17:00 h, la
concentracion de la hormona fue mayor (31.4+3.6 vs. 22.9+1.8 pg/ml, p<0.05).
La concentracion de T en los animales con SNOD en el D1 o P fue similar al del

grupo con OSD (Figura 16).

Una hora después de la SBNO a las 11:00 h de D1, la concentracion de T
fue mayor que la OSB, hecho similar se observé en los animales con SBNO a las
17:00 h del D1 o P, sacrificados 24 horas post-tratamiento (D1: 30.6+3.6 vs.
19.8+1.8; P: 37.1+1.6 vs. 22.1+4.1 pg/ml, p<0.05). En los animales con SBNO a
las 11:00 h del P, sacrificados una hora despues de la denervacion, la

concentracion de T fue menor que en las ratas con OSB (Figura 16).
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Figura 16. Media £ e.e.m. de la concentracidn sérica de testosterona de ratas
testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a las 11:00 ¢ 17:00 h del diestro 1 o
proestro y sacrificadas 1 6 24 horas post-cirugia. #p<0.05 vs. su respectivo
grupo con OS (Prueba “t” de Student).
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= Concentraciéon de E, en suero

Una o 24 horas después de la SNOI a las 11:00 h del D1 o 17:00 h del P, la

concentracién de E;, fue menor que la OSI (Figura 17).

La SNOD a las 11:00 h del P, una hora después de la denervacion, resultd
en una mayor concentracion de E,, mientras que a las 24 horas, la concentracion
fue menor que en los animales con laparotomia. Una o 24 horas despues de la
SBNO a las 17:00 h del D1o P, la concentracion de E, fue mayor que en los
animales de OSB (Figura 17).

58



Resaltados

ESTRADIOL

—TA
EmOS| =SSNOI

N

—TA
08D =zzSNOD

—TA
0SB E=SBNO

Diay hora de
D1 D1 lacirugia
Lo Lo Lo Lo Tiempo de
1h post-cirugia 24 h post-cirugia 1h post-cirugia 24 h post-cirugia
P g P g P g P g evolucion

Figura 17. Media + e.e.m. de la concentracién sérica de estradiol de ratas
testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a las 11:00 ¢ 17:00 h del diestro 1 o
proestro y sacrificadas 1 6 24 horas post-cirugia. #p<0.05 vs.su respectivo
grupo con OS (Prueba “t” de Student).
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» Concentracion de la FSH en suero

Veinticuatro horas después de la SNOI a las 11:00 h del D1, la concentracion de

FSH fue menor al del grupo con OSI (Figura 18).

Una o 24 horas después de la SNOD a las 11:00 6 17:00 h del D1, la
concentracién de FSH fue mayor que en el grupo con OSD. La SBNO a las
17:00 h del D1, 24 horas post-denervacion, resulté en una menor concentracién

de la hormona que en los animales con laparotomia (Figura 18).
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Figura 18. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de FSH de ratas testigo
absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) realizada a las 11:00 ¢ 17:00 h del diestro 1 o

proestro y sacrificadas 1 6 24 horas post-cirugia. #p<0.05 vs.su respectivo
grupo con OS (Prueba “t” de Student).
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= Concentracion de la LH en suero

La concentracion de LH en las ratas con SNOI a las 11:00 h del D1, una hora
después de la cirugia, fue menor que en el grupo con laparotomia, mientras que
la misma cirugia practicada a las 17:00 h del P, evaluada 24 horas post-

denervacion, la concentracion de la hormona fue mayor (Figura 19).

En los animales con SNOD a las 17:00 h del D1, 24 horas después de la
denervacion, la concentraciéon de LH fue mayor en comparacion con la operacion

simulada (Figura 19).

Una hora después de la SBNO a las 11:00 h del D1 o P, la concentracion de LH
fue menor que en el grupo con OSB; hecho similar se observé en los animales
con SBNO a las 17:00 h del D1 o P, sacrificados una o 24 horas después de la

denervacion (Figura 19).
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Figura 19. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de LH de ratas testigo
absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI), derecha (OSD) o
bilateral (OSB), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO), realizada a las 11:00 6 17:00 h del diestro 1 o
proestro y sacrificadas 1 6 24 h post-cirugia. #p<0.05 vs.su respectivo grupo
con OS (Prueba “t” de Student).
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RESUMEN DE RESULTADOS
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Resumen de los efectos agudos y sub-agudos de la seccion del nervio ovarico
superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) comparados con
su respectivo grupo de operacion simulada (OS), realizada en ratas adultas a las
11:00 6 17:00 horas del diestro 1 o proestro y autopsiadas 1 0 24 horas post-
cirugia, sobre el peso corporal (PC), la masa adrenal (MA), el peso del atero (U),
la concentracion sérica de progesterona (P,), testosterona (T), estradiol (E,), de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH). Donde
los signos de igual (=) indican no diferencias, las flechas hacia abajo sefialan
disminuciones (¥) y las flechas hacia arriba sefialan incrementos (4) en los
parametros evaluados.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presentes estudio a partir de la seccion uni o bilateral
del NOS, confirman que en la rata adulta la ovulacion depende de la informacion
simpatica que transcurre por el NOS. Muestran que la secrecion de P4, T, E; y FSH
son moduladas por la inervacion que llega por el NOS, la cual varia en funcién de la
hora y del dia del ciclo estral en que se realiza la denervacion, y del tiempo

transcurrido entre ésta y la autopsia.

En la rata adulta la perforacion dorso-lateral de la pared abdominal, realizada
a las 7:00 0 13:00 h del P, no modifica la ovulacion espontanea (Flores y col., 1990,

2005a), respuesta similar a la observada en el presente estudio.

Los resultados del presente estudio apoyan la hipétesis de que la perforacion
de la pared abdominal se traduce en cambios en las concentraciones séricas de las
hormonas ovéricas, las que dependen del dia del ciclo estral en que se realiza la
cirugia, tal y como ha sido mostrado por otros (Barco y col., 2003; Flores y col.,
2005b, 2006; Cruz y col., 2006). Tambien muestran que los cambios en las
concentraciones hormonales dependen no so6lo del dia del ciclo estral en que se
tratan a los animales, sino también de la hora del dia en que se realizan las cirugias.
Este hecho nos lleva a proponer que existen cambios en la sensibilidad, la respuesta
0 ambas del sistema de regulacion, quizas vinculados con un ritmo circadico de los
mecanismos de regulacion. Segun Uchida y colaboradores (2005) la estimulacién
mecanica de la piel del abdomen resulta en un incremento en la actividad del plexo
ovarico izquierdo, por lo que concluyen que existe una comunicacion nerviosa entre
la pared abdominal y los nervios que llegan al ovario. Los cambios en las
concentraciones hormonales observadas en los animales sometidos a laparotomia,
podrian ser explicadas por la estimulacion de una via nerviosa multisinaptica que
desde la pared abdominal envia informacién a través del NOS y del plexo ovarico al

ovario, a las adrenales por la inervacion que se origina en el ganglio celiaco-
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mesentérico superior (Moran y col., 2005), al sistema nervioso central quizas por el
nervio vago, tal y como ha sido propuesto (Barco y col., 2003; Flores y col., 2005b,
2006; Cruz y col., 2006).

El aumento en la concentracién de P, en los animales con operacidn
simulada se ha atribuido al estrés inducido por la laparotomia y que dicho aumento
depende de la actividad de las adrenales (Flores y col., 2005b, 2008). Dado que los
efectos de la operacion simulada sobre la secrecion de P, dependen del lado donde
se realiza la cirugia, de la etapa del ciclo estral, de la hora del dia, asi como del
tiempo de evolucién, sugerimos que secrecion de P, por las adrenales presenta un
ritmo circadico tal y como se describe para la secrecion de corticosterona (Guyton y
Hall, 2001; Yeny col., 2001).

La laparotomia unilateral practicada en el D1 no modifico la secrecion de E,,
mientras que la laparotomia bilateral resultd en una menor concentracion de la
hormona. Al parecer el dia del P es més sensible a la incision de la pared abdominal
ya que cuando ésta se practica a las 17:00 h disminuye la concentracion de E,, 24 h
post-cirugia, similar a lo que ocurre cuando la laparotomia se realiza a las 13:00 h
del P y se sacrifican 1 h después (Cruz y col., 2006). Estos resultados apoyan
parcialmente la interpretacion del grupo de Cruz (2006), quienes sugieren que la
modificacion de la informacion neural procedente de la pared abdominal, inhibe los

mecanismos que regulan la actividad de la aromatasa en el foliculo ovarico.

El estrés quirdrgico ocasiona cambios en el sistema endocrino y la activacion
del sistema nervioso simpatico como resultado de alteraciones en la funcion de
centros hipotalamicos que controlan las funciones de la hipofisis anterior
(Armstrong, 1986; Desborough, 2000). El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal es
activado por cualquier factor estresante, lo cual resulta en un efecto inhibitorio en el
sistema reproductivo de la hembra (Chrousos y col., 1998). El incremento en la
secrecion de glucocorticoides inhibe la de GnRH por el hipotalamo y disminuye la

secrecion de gonadotropinas hipofisarias (Armstrong, 1986; Chrousos y col., 1998).
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Esto explicaria el porqué en el presente estudio, el estrés quirirgico ocasionado por
la operacion simulada en la mafiana o tarde del D1, disminuye la concentracién de
LH y FSH. Sin embargo, en la mafiana o tarde del P, el mismo tipo de estrés resulto
en el aumento de la concentracion de ambas gonadotropinas, lo cual indica que los
cambios en la respuesta del sistema hipotalamo-hipofisis-ovario al estrés no sélo
dependen del aumento de la concentracién de corticosteroides, sino que otros
factores nerviosos, humorales o ambos, modulan la capacidad de respuesta del

sistema.

El incremento del peso de los ovarios observado por la seccion uni o bilateral
del NOS puede ser explicado por la hiperemia que experimenta la génada, tal y
como ya fue sugerido (Chavez y col., 1994), efecto que no se observa si ha
transcurrido varios dias después de la denervacion (Aguado y Ojeda, 1984a;
Selstam y col., 1985; Chavez y col., 1991; Forneris y Aguado, 2002). El atero
recibe inervacion que transcurre por el NOS (Lawrence y Burden, 1980). Por ello,
los aumentos y disminuciones del peso del Utero en respuesta a la SNOI 0 SBNO
pueden ser explicados por los cambios vasculares del organo (disminucion o
acumulacion de sangre). La inervacion simpatica del Gtero es abundante en la zona
vascular que se encuentra entre las capas de musculo circular y liso (Zoubina y col.,
1998). Sin embargo, dado que la SNOD no modifico el peso del utero, proponemos
que hay un componente nervioso que actia por medios no vasculares en la

regulacion del peso del Utero.

En la rata prepuber la SBNO no modifica la cuota ovulatoria, lo que llevé a
sugerir que la informacion que transcurre por el NOS no participa en el proceso que
culmina con la ovulaciéon (Aguado y Ojeda 1984a; Selstam y col 1985; Morales y
col 1993). En el presente estudio, el nimero de ovocitos liberados por los animales
con SBNO realizada a las 11:00 del P (sacrificados a las 24 h) no se puede explicar
por la pequefia disminucion de la concentracion de LH observada. Segun Everett
(1989) y Gosden (1976) la cantidad de LH que se libera en la tarde del P es mucho
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mayor que la necesaria para inducir la ovulacion, por lo que la inervacion que llega
al ovario por el NOS modularia la respuesta de los foliculos a la accién de las
gonadotropinas (Dominguez y col., 2003). El hecho de que el mismo tratamiento a
las 17:00 h del P no modifique la cuota ovulatoria indica que la sefial nerviosa debe

Ilegar al ovario antes de esta hora.

El efecto crénico de la seccion unilateral del NOS en la rata prepuber o
adulta, resulta en una disminucion de la respuesta ovulatoria por parte del ovario
denervado, lo que indica que el NOS modula de manera estimulante la ovulacion
(Chavez y col., 1991; Morales y col 1993). Dado que la seccidn unilateral del NOS
en el dia del P no afecta la ovulacion espontanea por el ovario denervado, sugerimos
que los resultados observados por Chavez y col. (1991) y Morales y col (1993) son
el resultado de la adaptacion del sistema de regulacion a la falta cronica de
informacion del ovario denervado hacia los centros hipotalamicos. Segun Moran y
col. (2010), el NOS lleva informacion desde el ovario hacia el ganglio celiaco-
mesentérico superior y fibras del nervio vago hacen sinapsis en dicho ganglio, lo

cual apoya nuestra proposicion.

En conjunto con lo observado por Velasco y col. (2010), sugerimos que en
periodos sub-agudos el NOS-izquierdo no parece ser fundamental en la ovulacion,
mientras que el NOS-derecho se encuentra mas comprometido en la regulacion de

dicho proceso.

Con base en nuestros resultado proponemos que en el dia del D1, la
informacion neural que transcurre por el NOS-derecho no es fundamental en la
regulacion de la secrecion de P, mientras que el papel del NOS-izquierdo esta en
funcién de la hora del dia, por la mafiana la modula de manera inhibitoria y por la
tarde es estimulante. El papel del NOS-izquierdo se mantiene aun cuando se

seccionan ambos nervios.
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En la rata adulta, la seccion bilateral del NOS realizada a las 11:00 6 16:00 h
del P, disminuye la concentracién de P, a partir de los 4’ y se mantiene hasta los 24’
(Aguado y Ojeda, 1984b). En el presente estudio la seccion bilateral realizada a las
11:00 del P result6 en una menor concentracion de la hormona a la hora, la cual se
recupera 24 h mas tarde, en tanto que la seccién unilateral no la modifica en
ninguno de los dos tiempos evaluados. A partir de estos resultados sugerimos que
en el dia del P existen otras vias nerviosas que estimulan la secrecion de
progesterona ovarica a la falta de la informacion simpética, mientras que en los
animales con seccién unilateral, basta la integridad de uno de los nervios para
regular la secrecién de la hormona. En apoyo a esta interpretacion Forneris y
Aguado (2002) mostraron que la seccion bilateral del NOS en la rata neonata no
modifica la actividad de la 3p-HSD (enzima implicada en la sintesis de P,) en el
cuerpo lateo ni la concentracion sérica de P4, 56 dias después de la denervacion. Al
parecer la actividad de la enzima limitante en la sintesis de P, depende més de la
informacion parasimpatica aportada por el nervio vago, ya que en la rata prefiada la
seccion bilateral de éste nervio resulta en un decremento de la actividad en la A>-3p-

HSD en glandula intersticial y cuerpo luteo (Burden y Lawrence, 1977D).

En la rata adulta los ovarios son la principal fuente de testosterona en el dia
del D2, P o E, dado que la ovariectomia resulta en un decremento de la
concentracion sérica de T (Barco y col., 2003; Flores y col., 2006, 2008). En el
cultivo de células teco-intersticiales, las catecolaminas amplifican la accion de la
hCG, lo que resulta en un incremento en la sintesis de androgenos (androstenediona
y testosterona), por lo que se sugiere que la funcién de las células teco-intersticiales
puede ser modulada por cambios en el tono neural (Dyer y Erickson, 1985). Las
células de la teca reciben inervacion proveniente del NOS y la seccidn de este
nervio provoca hipertrofia de las células tecales (Forneris y Aguado, 2002; Doganay
y col., 2009) que se acompafia por un incremento en la actividad secretora, lo que
resulta en aumento en la concentracion de androstenediona (Forneris y Aguado,

2002). En el presente estudio se muestra que la regulacion de la secrecion de T por
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el NOS varia durante el ciclo estral y la hora del dia (estimulante en la mafiana del

D1 e inhibitoria por la tarde).

En la rata de 16 dias de edad, el NOS izquierdo o derecho modulan de
manera inhibitoria la secrecion de E, cuando el animal se aproxima a la pubertad
(Moréan y col., 2000). En la rata adulta la seccion unilateral del NOS practicada a las
13:00 del D1 6 P no modifica la concentracion de la hormona una hora post-
denervacion (Flores y col., 2007), similar a lo que se observado en nuestros
animales operados en el D1. Sin embargo difieren a lo encontrado en el dia del P,
donde en la mafana del P el NOS-derecho inicialmente inhibe la secrecion de E, y
despues lo hace de forma estimulante. La eliminacion de la informacion nerviosa
aportada por el NOS-izquierdo no modifica la secrecion de E, a la hora, sin
embargo la modula de manera estimulante después de 24 horas. Con estas
evidencias sugerimos que la secrecion de E, es modulada por el NOS de manera
asimétrica, que depende de la hora del dia, del tiempo de evolucion y de la etapa del

ciclo estral.

Aguado y Ojeda (1984a) sugieren que en el dia del P el NOS modula de
manera estimulante la secrecion de E,, ya que la SBNO resulta en una disminucion
de la concentracion de la hormona desde los 4 hasta los 24°. Sin embargo, parece
que la participacion del nervio depende del tiempo transcurrido entre la cirugia y la
autopsia, dado que cuando se evalué 30’ 6 4.5 h después de la denervacién no se
modifico la concentracion de E, (Erskine y Weaver 1988). Nuestros resultados
muestran que en el modelo del animal con SBNO realizada a las 17:00 del P, el
NOS modula de manera inhibitoria la secrecién de la hormona, s6lo cuando se ha
dejado transcurrir 24 horas. Resultados similares se observan cuando la denervacion
se realiza a los dos dias de edad y se evallUa a los 30 ¢ 90 dias de edad (Zhang y col.,
2010).

El nervio vago regula la capacidad esteroidogénica del ovario (Ojeda y col.,

1983; Morales y col., 2007). A nivel del ganglio celiaco se localizan los somas de
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las fibras del NOS vy fibras provenientes del nervio vago (Berthoud y Powley,
1996), de manera que el sistema colinérgico podria modular la actividad simpatica
post-ganglionar y la capacidad secretora de los ovarios a través del NOS (Cruz y
col., 2006). La estimulacion del ganglio celiaco con acetilcolina incrementa la

secrecion de E; durante el ciclo estral (Delgado y col. 2010).

En el presente estudio los efectos de la denervacion simpatica varian con el
dia del ciclo estral, por lo que proponemos la existencia de una asimetria en la
conexién neural entre los ovarios y el complejo ganglio celiaco-mesentérico
superior, donde el nimero de conexiones activas va cambiando a lo largo del ciclo
estral (Moréan y col., 2005).

Segun Forneris y Aguado (2002) en la rata de 4 dias de edad, el NOS
modula de manera estimulante la secrecion de FSH desde los 26 hasta los 56 dias
despues de la denervacion. Nuestros resultados muestran a las 17:00 h del D1, el
NOS derecho inhibiria la secrecion de FSH ya que su seccion resultd en una mayor

concentracion de la hormona.

Se ha mostrado que la SBNO en el animal neonato (Forneris y Aguado,
2002) o juvenil (Aguado y Ojeda, 1984a) no modifica la concentracion de LH,
cuando los efectos se evaltan de los 7 hasta los 56 dias post-denervacion. Estos
resultados difieren cuando los efectos son analizados en periodos muy cortos de
tiempo (30" hasta las 72 horas) donde la modulacién que ejercen ambos nervios
sobre la secrecion de LH es estimulante (Morales y col., 2008). Cuando en la rata
adulta evaluamos la participacion del NOS en tiempos agudos o sub-agudos (una a

24 horas) se mantiene el efecto estimulante sobre la secrecion de LH.

Las variaciones en la secrecion de LH podrian ser explicados a partir de los
cambios en la secrecion de esteroides ovaricos, los cuales podrian estar actuando de
manera indirecta sobre aquellas areas hipotalamicas que se encargan de regular la

secrecion de gonadotropinas. En apoyo a esta idea se sabe que la administracion de
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E, o P, en la rata ovariectomizada reduce la liberacion de NA en el area predptica
del hipotalamo a los 60’ post-tratamiento y con ello la secrecion de LH (Helena y
col., 2009). La administracion intracerebroventricular de NA 15’ antes del
tratamiento con los esteroides, previene la inhibicién en la liberacion de LH
provocado por las hormonas ovaricas (Helena y col., 2009). Con base en estas
evidencias se podria explicar parcialmente algunos de los efectos obtenidos en el
presente estudio, ya que los cambios en gonadotropinas no siempre coinciden con
las modificaciones en la concentracién de hormonas esteroides ovaricas. Otra
explicacion podria ser una alteracion en la secrecién de corticosterona que pudiera

inhibir la secreciéon de LH.

Tomados en conjunto, los resultados del presente estudio muestran que en la rata
adulta la informacion nerviosa que transcurre por el NOS y que llega al ovario,
modula de manera asimétrica la secrecion de hormonas esteroides ovaricas, dicha
asimetria depende de la etapa del ciclo estral, de la hora del dia en que se realizan
las cirugias y del tiempo de evolucion. Por tanto, el ritmo de secrecion ovarico es
modulado por la informacion que llega por el NOS, el cual parece estar en funcion

del fotoperiodo.
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CONCLUSIONES

La operacion simulada no modifica la cuota ovulatoria. Las variaciones en
la concentracion de P4, Ty E, dependen de la hora del dia, del tiempo de

evolucion y del dia del ciclo estral en que se realiz6 la laparotomia.

Las variaciones en la concentracién en suero de gonadotropinas en
respuesta a la operacion simulada, dependio del dia del ciclo y de la hora

en la que se realizo la laparotomia y del tiempo de evolucion.

El NOS-izquierdo estimula la ovulacion en la mafiana del P, mientras que

NOS-derecho la estimula por la tarde.

En la rata adulta en D1, la informacion nerviosa que transcurre por el
NOS-derecho no es fundamental en la regulacion de la secrecion de Py,
mientras que la participacion del NOS-izquierdo esta en funcion de la hora
del dia. En el dia del P, la secrecion de P, no depende de la integridad de

la informacion simpatica.

En el D1, el NOS-izquierdo regula la secrecion de T dependiendo de la
hora del dia en que se efectuo la denervacion. Mientras que en el dia del P,
la falta de la informacion que es aportada por ambos nervios ovaricos

depende la hora del dia y del tiempo de evolucion.
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Conclusiones

En la rata adulta, la participacion del NOS en la secrecion de E, es
asimétrica y varia en funcion de la hora del dia, del tiempo de evolucién y

de la etapa del ciclo estral.

En el D1, el NOS-derecho inhibe la secrecion de FSH y el NOS-izquierdo
estimula la secrecion de la hormona por la mafiana. Mientras que en el dia
del P no se requiere la informacién que transcurre por el NOS en la

regulacion de la secrecion de FSH.
La regulacion de la secrecion de LH por el NOS es estimulante y depende
de la hora y la etapa del ciclo estral en que se realiza la denervacion y del

tiempo transcurrido entre ésta y la autopsia.

El ritmo de secrecion ovarico es modulado por la informacion que llega

por el NOS, el cual parece estar en funcion del fotoperiodo.
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Abreviaturas

AMPC Monofosfato de adenosina ciclico

DHEA Dehidroepiandrosterona

D1 Diestro 1

D2 Diestro 2

E Estro

E, Estradiol

FSH Hormona foliculo estimulante

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas

LH Hormona luteinizante

NA Noradrenalina

NOS Nervio ovarico superior

NSQ Nucleo supraquiasmatico

OSB Operacién simulada bilateral

OSD Operacién simulada derecha

oSl Operacion simulada izquierda

P Proestro

Py Progesterona

P450arom Citocromo P450 aromatasa

PO Plexo ovarico

SBNO Seccidn bilateral del nervio ovarico superior
SNC Sistema nervioso central

SNOD Seccidn del nervio ovarico superior derecho
SNOI Seccidn del nervio ovarico superior izquierdo
T Testosterona

TA Testigo absoluto

TAO

ABREVIATURAS

Tasa de animales ovulantes
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Figura 20. En este modelo se resumen los efectos de la seccion del nervio ovarico
superior (NOS) izquierdo (SNOI-en rojo), derecho (SNOD-en verde) o bilateral
(SBNO-en azul) realizada en la rata adulta a las 11:00 6 17:00 horas del diestro 1 o
proestro y evaluados 1 6 24 horas post-denervacion, sobre la concentracion de
progesterona (P,), testosterona (T), estradiol (E,), de la hormona foliculo
estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) en suero y el nimero de ovocitos
liberados (OVO). Las flechas indican disminuciones o aumentos en los parametros
evaluados y los signos de igual indican que no se presentaron cambios
significativos. Como observamos en el modelo, las diferencias en las
concentraciones hormonales en dos horas diferentes del dia, sugiere que la
informacion nerviosa que llega a los ovarios a través del NOS eésta regulando su
actividad ritmica, la cual parece estar en funcion del fotoperiodo. Esta informacion
nerviosa simpatica es asimetrica, varia durante el ciclo estral y de la hora del dia.
Por lo que una posible via de comunicacion entre el reloj maestro y los relojes
periféricos de los ovarios pudiera darse de la siguiente manera: alguna sefial ritmica
hormonal o nerviosa que proviene del reloj biolégico maestro en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) llega a la medula espinal (ME), donde se origina las
neuronas pre-ganglionares del sistema nervioso simpatico y hacen sinapsis con las
neuronas post-ganglionares localizadas a nivel del complejo ganglio celiaco (GC)-
mesentérico superior, de donde surge el NOS y llega hasta los ovarios para
transmitir la informacion ritmica.
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Penopectivas

PERSPECTIVAS

Evaluar en la rata adulta en cada dia del ciclo estral y en diferentes horas de la
fase de iluminacién y de oscuridad, los efectos de la seccion del NOS sobre la

concentracién de noradrenalina ovérica y de corticosterona en suero.

Evaluar la concentracion de hormonas esteroides y gonadotropinas en suero,
utilizando el mismo modelo experimental con denervacion simpatica en cada dia

del ciclo estral y en diferentes horas de la fase de oscuridad,

Analizar la participacion de la inervacion parasimpatica proveniente del nervio
vago en el animal con seccion del NOS en cada dia del ciclo estral y en funcion
del fotoperiodo sobre la concentracion de hormonas esteroides, corticosterona y

gonadotropinas.

Estudiar en la rata adulta la modulacion de la inervacion intrinseca del ovario a
diferentes horas del dia sobre la respuesta ovulatoria y capacidad secretora del

ovario.
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