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RESUMEN

RESUMEN

La secrecion de progesterona, testosterona y 17 B-estradiol por parte de los ovarios
es regulada por la accién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) sobre los foliculos y los cuerpos luteos. A su vez, la secrecion de
FSH y LH es regulada por la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
proveniente de neuronas hipotaldmicas. Estudios experimentales han mostrado que
las sefiales nerviosas que arriban al ovario via el Nervio Ovarico Superior (NOS)
participan en la regulacion de la secrecién de las hormonas esteroides ovaricas en
las etapas del diestro y Estro del ciclo estral de la rata con o sin ovariectomia
unilateral. Puesto que la participacion de la inervacion en los mecanismos que
regulan las funciones del ovario varia en funcion del dia del ciclo estral y es
asimétrica, en este estudio se analizo los efectos agudos de la seccion unilateral del
NOS en animales con o sin ovariectomia unilateral en el dia del Proestro sobre la

secrecion de hormonas esteroides ovaricas.

Para ello, ratas ciclicas de la cepa ClIZ-V, mantenidas en condiciones de fotoperiodo
controlado fueron sometidas a las 13.00 h, bajo anestesia con éter, a laparotomia
ventral, seguida o no de la seccion del NOS izquierdo (NOS-I), derecho (NOS-D) o
de ambos lados (NOS-B). Otros grupos de animales fueron sometidos a seccion
unilateral del NOS seguida de ovariectomia unilateral o a ovariectomia unilateral
seguida o no de seccion unilateral del NOS. Los animales fueron sacrificados una
hora después de la cirugia, se recogié la sangre del tronco y en el suero se
cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroides ovéricas por
radioinmunoanalisis. También se incluyeron grupos de animales intactos sacrificados

a la misma hora.

La laparotomia ventral es un factor estresante que se tradujo en aumento de la
concentracion de progesterona y testosterona en el suero de los animales respecto a

lo observado en el grupo de animales intactos.
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En los animales con ambos ovarios, la seccion unilateral del NOS no alter6 la
concentracion de las hormonas respecto a la de los animales con laparotomia, sin
embargo, la seccion bilateral del NOS se tradujo en disminucién de la concentracion
de testosterona, por lo que se sugiere que dichos nervios modulan en forma
estimulante la accion de las gonadotropinas sobre la secrecion de testosterona.

En los animales con ovariectomia unilateral se observd menor concentracion seérica
de testosterona en aquellos animales que tenian el ovario derecho in situ respecto a
la de los animales con laparotomia, y en los animales que tenian el ovario izquierdo
in situ se presentd menor concentracion serica de 17 B-estradiol, en relacion a la
registrada en animales con laparotomia ventral o en animales con el ovario derecho
in situ. Con base en ello, sugerimos que el ovario izquierdo y el derecho aportan las
mismas concentraciones de progesterona y testosterona a la circulacién, pero el

ovario izquierdo contribuye con menor concentracion de 17 B-estradiol.

En los animales con el ovario izquierdo in situ inervado no se registraron cambios
significativos en las concentraciones de las hormonas esteroides evaluadas,
independientemente del orden en que se realizo la cirugia respecto a sus grupos
control. En los animales con seccién del NOS izquierdo y ovariectomia derecha
(ovario izquierdo in situ denervado) se presentd menor concentracion de testosterona
en el suero respecto a la de los animales control, pero en el grupo donde primero se
extirpo la génada derecha y después se secciond el nervio izquierdo se observo la
misma respuesta con respecto a la concentracion de testosterona y estradiol, pero
resultd en mayor concentracion de progesterona en el suero, respecto a su grupo

testigo.

En los animales con el ovario derecho in situ inervado, en cuya cirugia primero se
eliminé el NOS izquierdo y luego se extirpo el ovario izquierdo, se presentd menor
concentracion de testosterona y de 17 B-estradiol en el suero respecto a la de su

respectivo grupo testigo. A diferencia de ello, en la cirugia donde primero se extirpé el

N
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ovario y luego se denervd solo se observé menor concentracion del estrégeno. El
grupo de animales con ovario derecho in situ denervado presentd menor
concentracion seérica de 17 [-estradiol respecto a sus grupos testigos,
independientemente del orden en que se realizaron las cirugias. Por otro lado, la
extirpacion del ovario izquierdo seguido de la seccion del nervio derecho, se tradujo
en mayor concentracion de progesterona en el suero, respecto a la de su grupo
testigo. Estos resultados nos sugieren que el NOS izquierdo modula en forma
inhibitoria la concentracion de progesterona y de manera estimulante la de
testosterona en los animales con el ovario izquierdo in situ. El NOS izquierdo modula
en forma estimulante la accién de las gonadotropinas sobre la secrecién de
testosterona y 17 B-estradiol por parte del ovario derecho in situ y que el NOS
derecho modula en forma inhibitoria la funcién de las gonadotropinas sobre la
secrecion de progesterona y de manera estimulante la secrecion de 17 B-estradiol

por parte del ovario derecho.

€3]
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LOS OVARIOS

El sistema reproductor femenino estd compuesto por dos porciones importantes: la
craneal y la pélvica. EI componente craneal incluye al hipotdlamo y a la hipdfisis,
mientras que, la porcidon pélvica a los 6rganos sexuales primarios, las génadas

femeninas y los 6rganos secundarios (Dailey, 1999).

La primera descripcion de los ovarios fue hecha por Aristételes hace mas de
2000 afios y aungue el tamafio varia, la estructura de estas génadas es similar entre

las especies de mamiferos (Yao y Bahr, 1999).

La necesidad fundamental de preservar la especie constituye la base de la
funcion del ovario que en este sentido se presenta como un medio para alcanzar un

objetivo central, la generacion de 6vulos capaces de ser fertilizados (Yen et al., 2001)

Los ovarios se encuentran en la region lumbar del area abdominal. Su
posicién varia entre especies, pero en general su localizacion es mas caudal en
especies con un utero simple (como en el caso de los primates superiores; incluido el
humano), que en aquellas con un Utero mas tortuoso (Utero bicorne o Utero doble
(como en el caso de mamiferos mas primitivos; por ejemplo en los marsupiales,

roedores, murciélagos) (Figura 1) (Dailey, 1999; Clegg y Clegg, 1978).

El tamafio del ovario depende, en gran parte, de la edad y del estado
reproductor de la hembra. La forma del ovario varia con las especies y depende sobre
todo de si la hembra gesta normalmente una camada (multiparas) o un solo animal
(uniparas). En los primeros, el ovario suele tener forma de fresa; en los segundos es
ovoide (Nalbandov, 1969).
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Figura No. 1. Ubicacién de los ovarios en la rata (Tomada de Conti et al., 2004).

Los ovarios estan sostenidos por el mesenterio, conectado al ligamento ancho. Son
glandulas muy vascularizadas; la arteria ovarica (o arteria utero-ovarica), que llega
por la aorta abdominal, entra al ovario a través del hilio a lo largo del mesovario.
Tanto la irrigacion como los nervios que abastecen a los ovarios solo llegan hasta la
teca interna del foliculo. No existen vasos sanguineos en la capa de la granulosa

durante cualquier etapa del crecimiento folicular (Yao y Bahr, 1999).

Para su estudio en el ovario se distinguen tres zonas: la médula, la corteza y
el hilio (Figura 2). La meédula consiste en una red vascular con tejido conectivo, la
corteza es la estructura donde estan localizados los foliculos y los cuerpos liteos en
diferentes grados de maduracion y el hilio es el sitio por donde salen las venas y los
vasos linfaticos, entran las ramas de la arteria ovarica, y la inervacion extrinseca a

los ovarios (Yao y Bahr, 1999).
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El estroma esta compuesto por al menos tres diferentes tipos celulares: células de
tejido conectivo, células de musculo liso y células intersticiales en las que se incluyen
las células de la teca indiferenciada y células de foliculos atrésicos y de cuerpos

lGteos en regresion (Yao y Bahr, 1999).

Funciones de los ovarios

a) Generacion de los gametos femeninos

La unidad anatémica-funcional del ovario es el foliculo ya que a partir de él se
originan los compartimientos funcionales de la génada: folicular, luteal e
intersticial (Dominguez et al., 1991). La foliculogénesis es una secuencia del
desarrollo folicular altamente regulada por sefiales neurales y hormonales que
resulta en el crecimiento y desarrollo del ovocito y de células sométicas
asociadas. La clasificacion de ovocitos y foliculos utilizada mas comunmente se
basa en el tamafio de los ovocitos, el numero de células de la granulosa y la

morfologia folicular (Neill, 2006).

Mientras que la foliculogénesis temprana parece estar dirigida por sefales
neurales dentro del ovario, las hormonas de la adenohipdfisis son necesarias
para que la foliculogénesis supere las etapas tempranas. No obstante, dentro del
ovario la comunicacién entre el ovocito, las células de la granulosa y de la teca

debe ocurrir en cualquier etapa para un desarrollo normal (Neill, 2006).
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Se ha mostrado que en el momento del nacimiento, los ovarios del raton estan
poblados densamente de ovocitos, muchos de los cuales se encuentran en racimos
sin evidencia de células de la granulosa circundantes, son llamados “desnhudos” o
“racimos” (Neill, 2006).

A las 24 horas de vida de la rata existen muy pocos foliculos en el ovario, pero
se produce un incremento considerable las siguientes 24 horas. En el ovario de la
rata de 3 dias de edad existen tres tipos celulares: células germinales, células
mesenquimaticas y células epiteliales. Las células germinales comienzan una
migracion hacia el interior de la génada primitiva donde son rodeadas por células
epiteliales; este tipo celular va a dar origen a las células de la granulosa.
Posteriormente las células mesenquiméaticas rodean a los ovocitos, los que a su vez,
son rodeados por una capa sencilla de células pregranulosas (Funkeinstein y col.,
1980).

Credmienta Preantral Independienta Crecimiento Antral dependiente
de las Gonadotropinas de las Gonadotropinas

Primardial Primario  Secundario o
i Praovulataorio
Ovulacién
Tamafio del . 7 2
ertilizacidn
ovacito (um) ]_ 20-70 1 | 70 . :

Formacidn dal

cuerpa Liteo

Figura 3. Clasificacion de los foliculos de los ov  arios del roedor. De izquierda a
derecha, se observa el foliculo postnatal que comie nza su desarrollo de foliculo
primordial hasta llegar al estado preovulatorio (To mada de Neill, 2006).
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Los foliculos primarios presentan células de la granulosa de forma cuboide. Los
foliculos secundarios presentan mas de una capa de células de la granulosa,
ademas de que adquieren una capa de células somaticas adicional: la teca. Esta
capa comienza a formarse en los foliculos en crecimiento, alrededor de la membrana

basal y finalmente se diferencia en teca interna y teca externa (Neill, 2006).

Cuando el ovocito alcanza su diametro final, se encuentra rodeado de
multiples capas de células de la granulosa que contienen areas dispersas de fluido
intersticial, que colisionan para formar la cavidad antral. Esto también divide a las
células de la granulosa en dos poblaciones, murales y cumulus. Las células de la
granulosa que rodean al ovocito son llamadas cumulus, mientras que las células de

la granulosa de la linea de la membrana basal son llamadas murales (Neill, 2006).

Los foliculos antrales (Figura 4) son estructuras endocrinas altamente
diferenciadas que responden a las gonadotropinas y participan activamente en la
regulacion del eje hipotdlamo-hipofisis-génada. Una complicada red de interacciones
entre el ovocito, las células de la granulosa, las células de la teca, la hipofisis y el

hipotalamo seleccionan finalmente los foliculos que ovularan (Neill, 2006).

Se sabe que ni el ovocito ni las células foliculares reciben riego sanguineo o
inervacion de forma directa (Dominguez y col., 1991).
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Figura 4. Seccidn de ovario de rata donde se muestr  a foliculos ovaricos en desarrollo
(Tomada de Weichert et al., 1997).

La ovulacion ocurre cuando la presion osmotica del fluido folicular se incrementa, lo
gue permite la entrada de agua al foliculo, y entonces el soporte de coldgeno en la
pared folicular se rompe. Poco después del inicio de la secrecion preovulatoria de la
hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés) y la de la hormona
luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), ocurre la ruptura folicular y es expulsado el

ovocito (Kilen y Schwartz, 1999).

La mayoria de los ovocitos nunca son liberados, ya que entre el 70 y 99.9%
son eliminados antes de alcanzar el proceso de ovulacion. Este proceso
degenerativo se llama atresia y se presenta en cualquier etapa de su desarrollo (Yao
y Bahr, 1999).
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La atresia es un proceso fisiologico que ocurre con regularidad en el ovario y
comienza en la vida intrauterina. Durante este proceso, las alteraciones que se
presentan son: picnosis de los nucleos de las células foliculares, disolucién del
citoplasma, deterioro de las células de la granulosa, disminucién del liquido de la
cavidad antral y colapso de dicha cavidad, que va acompafiado de la degeneracion in
situ del ovocito y desaparicién progresiva de la teca, la que es sustituida por tejido
fibroso (Lerner y Urbina, 2008; Ross y Pawlina, 2008).

Los mecanismos responsables de la atresia son todavia poco claros, pero se
conocen dos procesos atrésicos diferentes. El primero, afecta al foliculo primordial y
puede ser independiente de las influencias hormonales, y el segundo, afecta al

foliculo maduro, y depende de factores neurales y endocrinos (Wallachd, 2004).

Los foliculos accesorios que se desarrollan junto con el foliculo dominante en
cada ciclo, proporcionan apoyo hormonal para el tracto reproductivo durante el

tiempo critico entre la fertilizacion y la implantacion (Wallachd, 2004).

La influencia hormonal puede promover la atresia; por ejemplo, los estrégenos
pueden inducir su aparicion prematura (Wallachd, 2004), mientras que se ha
encontrado que en el ovario de la rata inmadura, la inyeccion de activina humana
recombinante es causa de atresia folicular; contrario a esto, la inyeccion de inhibina
recombinante conduce a un aumento en el nimero de foliculos (Botella, 1999). Otro

mecanismo que interviene en el proceso de atresia es la apoptosis (Ganong, 2010).

Se cree que la seleccion del foliculo dominante se relaciona con el potencial
del foliculo para secretar los estrégenos necesarios para su maduracion final
(Ganong, 2010). Una vez que han alcanzado la madurez y después de la ovulacion,
los foliculos son sometidos a un cambio estructural interno, lo que resulta en la

formacion de un cuerpo luteo (Kilen y Schwartz, 1999).

11
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b) Produccién de hormonas

La otra funcién de los ovarios es secretar hormonas que actian sobre el

hipotdlamo y la hipdfisis donde regulan la secreciéon de sus hormonas. Las

hormonas ovaricas estimulan el desarrollo folicular, la ovulacion y la fertilizacion.

El desarrollo del embrion depende del funcionamiento correcto del hipotadlamo, la

hipdfisis y el tracto reproductivo (Yao y Bahr, 1999).

Hormonas proteicas y peptidicas

Inhibina y activina. La principal fuente de inhibina y activina en el ovario
son los foliculos maduros y el cuerpo Idteo. La funcion de la inhibina es
modular la secrecién de la FSH en la adenohipdfisis (Yao y Bahr, 1999),
mientras que la activina estimula la sintesis de los receptores a la hormona
estimulante de las gonadotropinas en el hipotdlamo (GnRH, por sus siglas
en inglés) (Woodman, 1997).

Relaxina. La relaxina es producida por el cuerpo lateo. Sus funciones son
relajar el cérvix y la vagina para el paso del feto durante el parto y
promover el crecimiento de los pezones. La relaxina también actia en
tejido no reproductivo, como la piel y el tracto gastrointestinal (Yao y Barh,
1999).

Factores de crecimiento. El ovarios no solo secretan hormonas endocrinas
para regular funciones de los 6rganos reproductivos, sino también produce
factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento similar a
insulina, el factor de crecimiento transformante y el factor de crecimiento
epidermal, todos son producidos por células germinales y células

somaticas del ovario (Yao y Bahr, 1999).

El papel de los factores de crecimiento similar a insulina (IGFs por sus
siglas en inglés), se da basicamente sobre la regulacion del ciclo ovarico y

12
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la esteroidogénesis en las células de la granulosa. Por ejemplo el IGF-I
promueve tanto la replicacion como la diferenciacion de las células de la

granulosa (Hadley, 2000).

Sintesis de hormonas esteroides

En los vertebrados, las hormonas esteroides son sintetizadas en tejidos endocrinos,
tales como las gonadas, adrenales y la placenta. Ademas, existen sitios extra-
glandulares que sintetizan esteroides donde tienen un efecto en la funcién local de
las células: el cerebro, el tejido adiposo, piel, hueso y numerosos tejidos fetales. El
tipo de hormona esteroide producida en cada tejido es dependiente de las enzimas
esteroidogénicas presentes, asi como la disponibilidad del precursor molecular de

estas enzimas (Hinsshelwood, 1999).

Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol; que es una molécula
de 27 carbonos. Las fuentes de colesterol en el ovario incluyen el colesterol
circundante, el colesterol recién sintetizado de un precursor de acetato de 2 carbonos
y el colesterol celular ya existente almacenado. El colesterol celular incluye al
colesterol libre, al colesterol almacenado en la membrana de las células y en las
gotas lipidicas del citoplasma. De estos, el colesterol circundante es el precursor mas
importante para la esteroidogénesis folicular, representando el 90% o mas del

colesterol destinado para la produccion de esteroides (Van Voorhis, 1999).

Una vez que el colesterol entra en la célula, es sometido a una serie de
conversiones enzimaticas ya sea a progestinas de 21 carbonos, andrégenos de 19
carbonos o a estrogenos de 18 carbonos (Van Voorhis, 1999). El primer paso en la
sintesis de esteroides es la conversion del colesterol (un esteroide Cy;) a
pregnenolona (esteroide C,;), por medio de una escision en el enlace 20,22 (Figura
5). Esta escision ocurre en la mitocondria de las células foliculares ovéricas y es el
paso limitante en la esteroidogénesis. La enzima que cataliza esta reaccion es

denominada citocromo P450 clivaje de la cadena lateral del colesterol (P450scc),

13
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localizada en las adrenales, en las gonadas, la placenta, el cerebro, el intestino fetal,
la piel, el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico
(Hinsshelwood, 1999; Van Voorhis, 1999).

Una vez que la pregnenolona es formada, puede ser metabolizada por dos
enzimas diferentes. La primera enzima es la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p3-
HSD), la cual convierte la pregnenolona a progesterona; conocida como la via
metabdlica A* (Figura 5). La 3B-HSD esté localizada en el reticulo endoplasmico de
las células en las cuales se expresa y es una hormona ovarica particularmente
importante durante la prefiez y la fase lutea del ciclo (Van Voorhis, 1999). Esta
enzima cataliza la deshidrogenacion del grupo 3-hidroxi y la isomerizacion del enlace
doble del anillo B hacia el anillo A (Woodman, 1997).

La segunda enzima es la 17 a-hidroxilasa que transforma la pregnenolona en
17a-hidroxi-pregnenolona, que enseguida es convertida en
dehidroepiandrostenediona (DHEA) por la enzima C17,20 liasa (P450cl17); ruta
metabdlica A> (Figura 5). Dicha enzima esta localizada en el reticulo endoplasmico
de las células esteroidogénicas de la corteza adrenal. La P450c17 también es capaz

de convertir la progesterona en androstenediona (Van Voorhis, 1999).

Una vez que se ha formado la androstenediona, puede convertirse en
testosterona por medio de la enzima 17B-HSD o ser convertida en estrogeno por la
aromatasa (P450arom); ambas por la ruta metabdlica A*. La 17 B-HSD es una
enzima no-citocromo conocida como P450 que se encuentra en el reticulo

endoplasmico (Van Voorhis, 1999).

La enzima aromatasa es una enzima citocromo P450 localizada en el
reticulo endoplasmico, y es la responsable de la conversion de androstenediona a
estrona o de la conversion de testosterona a 17B-estradiol (Figura 5). La aromatasa
es una enzima sencilla codificada por un gen simple y que ha sido localizada no solo
en el ovario, sino también en otros sitios como lo es en la placenta, en grasa

periférica y en el cerebro (Van Voorhis, 1999).

14
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Figura 5. Sintesis de hormonas esteroides (Tomada de Van Voorhis, 1999).
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Teoria de la doble célula-doble hormona

La esteroidogénesis en los foliculos ovaricos es realizada por las células de la teca
interna y las de la granulosa. En las células de la teca, la LH se une a un receptor
gonadotropico corionico/luteinizante (LH/CGR) en la superficie celular y estimula la
expresion de las enzimas necesarias para la produccién de andrégenos. El colesterol
es llevado dentro de la mitocondria por la proteina de regulacion aguda
esteroidogénica (StAR), donde se convierte en pregnenolona por medio de la
(P450scc). La pregnenolona es llevada al reticulo endoplasmico liso y convertida en
progesterona por la 33-HSD y convertida en androstenediona por la 17 a-hidroxilasa.
Mientras que en las células de la granulosa, la FSH a través del receptor de la
hormona foliculo estimulante (FSHR), estimula la expresion de las enzimas
necesarias para la sintesis de estrogenos. La androstenediona producida por las
células de la teca entra a las células de la granulosa y es convertida en testosterona
por medio de la 17 B-HSD o en estrona por la P450arom. Este proceso fisiolégico se

conoce como la teoria de la doble célula. (Figura 6) (Yao y Bahr, 1999).
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AMPc con la subsecuente induccion y activacion de | as enzimas que sintetizan
estrégenos. (Tomada de Rivera, 2010).
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Conforme se lleva a cabo la maduracion folicular, se incrementa la habilidad de las
células de la granulosa para aromatizar andrégenos. La produccion de estrégenos
aumenta dentro del foliculo durante la fase preovulatoria y es mas alta al momento
del incremento preovulatorio de LH/FSH. Antes de la exposicion a las
concentraciones preovulatorias de LH, las de los androgenos y estrégenos
predominan; después del incremento de LH y durante la fase Iutea del ciclo, la
progesterona es esteroide que mas se produce (Hadley, 1999).

La regulacion de las funciones de los ovarios son llevada a cabo por mensajes
neurohormonales y hormonales provenientes del hipotdlamo y la hipdfisis,

respectivamente.
EL HIPOTALAMO Y LA HIPOFISIS

El hipotalamo es la parte del diencéfalo que se localiza por debajo del talamo, entre
la ldmina terminal y los cuerpos mamilares que forman las paredes y el piso del
tercer ventriculo. En este dltimo, las dos mitades del hipotdlamo se vuelven a juntar
para formar una region semejante a un puente, conocida como eminencia media. En
el hipotdlamo, que esta organizado en nucleos, se encuentran racimos de neuronas
con proyecciones que alcanzan otras regiones cerebrales y terminan en otros

nacleos hipotalamicos (Molina, 2006).

Interviene en la coordinacion del conjunto de respuestas fisioldégicas de los
organos que mantienen la homeostasis. Para lograr lo anterior, integra sefales que
provienen del ambiente, de otras regiones cerebrales y de aferentes viscerales, para
luego estimular las respuestas neuroendocrinas apropiadas. Al llevar a cabo esta
actividad, influye sobre funciones cotidianas, como la ingesta de alimentos, gasto de
energia, peso corporal, ingesta y equilibrio de liquidos, presion sanguinea, sed,

temperatura corporal asi, como del ciclo del suefio (Molina, 2006).
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En la mayoria de las respuestas hipotalamicas interviene la regulacion hipotalamica
de la funcion hipofisaria, la cual se logra por medio de dos mecanismos: 1) liberacion
de neuropéptidos hipotaldmicos que se sintetizan en las neuronas hipotalamicas y
son transportados a traves del tracto hipotalamo-hipofisario hacia la neurohipdfisis, y
2) control neuroendocrino de la adenohipdfisis mediante liberacion de neuropéptidos
gue regulan la secrecion de las hormonas de la adenohipdfisis, por medio de

retroalimentacion negativa o positiva (Molina, 2006).

La comunicacion de tipo neuroendocrina con la adenohipdfisis se logra debido
a que el hipotalamo cuenta con células nerviosas llamadas células neurosecretoras
que liberan una neurohormona o neuropéptido a la circulacion hipofisiaria. Las
neurohormonas liberadas por el hipotalamo son la GnRH, la hormona liberadora de
la tirotropina (TRH), la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), la
hormona inhibidora de la liberacion de la hormona de crecimiento (GHIH), la
hormona liberadora de la corticotropina (CRH), el factor inhibidor de la liberacion de
la prolactina (PIF) y la hormona liberadora de la prolactina (PRL) (Arimura, 2000;
Brown, 1994; Halasz, 2000).

La GnRH es la hormona clave en los mecanismos de regulacion de la
secrecion de las gonadotropinas, que culminan con la secrecion de las hormonas
gonadales y la produccion de gametos. Es un decapéptido cuya estructura primaria
es Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, (MW 1182.4), que es secretado en
el sistema portal hipofisiario localizado en la eminencia media, desde los axones de
las neuronas GnRHérgicas (llamadas asi porque secretan GnRH). Dichas neuronas
se originan en el bulbo olfatorio y se desplazan hasta el hipotdlamo, donde se ubican
en el 6rgano vasculoso de la lamina terminal, en el area predptica-hipotalamica
anterior (POA-AHA) y en el hipotdlamo medio (en los nucleos arqueado y
ventromedial) (Arimura, 2000; Brown, 1994; Dominguez, 1997; Halasz, 2000).
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En la rata, aproximadamente el 70% de las neuronas GnRHérgicas del septum y de
POA-AHA proyectan sus terminales nerviosas hacia la eminencia media; el resto se
proyecta a otras células blanco de la GnRH dentro del cerebro o estan involucradas
en circuitos locales. En la rata y el mono, las terminales que contienen GnRH estan
en contacto sinaptico con neuronas GnRHeérgicas. A su vez, fibras
catecolaminérgicas, serotoninérgicas y GABAérgicas, asi como axones que
contienen neuropéptido Y (NPY), sustancia P (SP), neurotensina, CRH, vasopresina
y galanina, hacen sinapsis en las neuronas GnRHeérgicas en regiones que proyectan

hacia la eminencia media (Halasz, 2000).

Estudios inmunohistoquimicos muestran que hay dos éareas del hipotalamo
gue son particularmente ricas en neuronas GnRHérgicas. Una es el nucleo
ventromedial y el nacleo arcuato, cuyos axones de las neuronas, principalmente del
nacleo arcuato, se localizan mayormente arriba del tracto tuberoinfundibular vy
terminan en el plexo primario de los vasos portales hipofisiarios. La segunda area
rica en este tipo de neuronas es el area predptica y el hipotalamo anterior (POA-

AHA), que regulan la liberacion fasica de las gonadotropinas (Arimura, 2000).

Las células que presentan receptores a androgenos y estrogenos estan
concentradas en el area preoptica medial, hipotalamo anterior medial, nucleo
ventromedial, nucleo arcuato y nacleo premamilar ventral (Halasz, 2000). En la rata
hembra, las células que secretan GnRH desde POA-AHA estimulan la secrecion
preovulatoria de LH en la adenohipdfisis en respuesta a una retroalimentacion

estimulante de los estrogenos ovaricos (Brown, 1994).

La hipdfisis es una estructura endocrina situada en la silla turca (una cavidad
O0sea en la base del craneo), y unida al hipotdlamo mediante el tallo hipofisario
(Guyton, 2001; Koeppen y Stanton, 2001). Se divide en hipofisis anterior también
llamada adenohipdfisis, I6bulo anterior o I6bulo hormonal; y en una estructura neural

llamada neurohipdfisis o I6bulo posterior (Figura 7).
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La adenohipdfisis esta compuesta por 5 tipos celulares que secretan 6 hormonas
(Cuadro 1) y esta compuesta de tres partes: (1) la pars distalis, la cual forma al 90%
de la adenohipdfisis; (2) la pars tuberalis la cual envuelve el tallo hipofisario; y (3) la
pars intermedia la cual tiene una regresion en los adultos por lo que es practicamente
inexistente en la especie humana y mucho mas grande y funcional en algunos
animales inferiores (Figura 7) (Guyton, 2001; Koeppen y Stanton, 2001).

4 “ Hipotalamo

Cuerpo marmilar

Quiasma optico
Eminencia media

Infundibulo
Pars —
tuberalis
Hipafisis posterior
(neurahip fisis) Pars Hipdfisis anterior
ntarmadia (adenohipdfisis)
Pars nervosa
Pars
distalis

Figura 7. Divisién y subdivisidén de la hipéfisis (Tomada de Guyten, 2001)

Figura 7. Division y subdivision de la hipéfisis (Tomada de Guyton, 2001).
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Entre el 30 y el 40% de las células adenohipofisarias son somatoétropas y secretan la
GH y alrededor de 20% son corticétropas que secretan ACTH. Cada uno de los
demas tipos representa tan solo entre el 3-5% del total; no obstante, secretan
hormonas potentes para la regulacidén de la funcion tiroidea, las funciones sexuales y

la secrecién de leche por las mamas (Guyton, 2001).

Cuadro 1. Nombre de las células y las hormonas que secreta la adenohipdfisis
(Guyton, 2001).

Hormona estimulante del foliculo (FSH)

Gonadotropa
Hormona luteinizante (LH)
Corticotropa Hormona adrenocorticotrépica (ACTH)
Lactotropa Prolactina (PRL)
Somatoétropa Hormona del crecimiento (GH)
Tirotropa Hormona estimulante de la tiroides (TSH)

Las neuronas que regulan la funcion de la adenohipdfisis son denominadas
neuronas parvicelulares, y tienen proyecciones que terminan en la eminencia media,
en el tallo cerebral y en la médula espinal. Liberan pequefias cantidades de
hormonas hipofisiotropicas para estimular la liberacion de las hormonas hipofisiarias
en la adenohipofisis (Figura 8) (Molina, 2006).

Los productos liberados de la hipdfisis son transportados en la sangre venosa que
drena de la hipofisis y entra en el seno cavernoso y las venas yugulares internas
para alcanzar la circulacion sistémica, de donde llegan a sus 6rganos objetivo (los
ovarios) para producir una respuesta fisioldgica (ovulacion y secrecién de hormonas
ovaricas). Las hormonas producidas por dichos organos afectan la funcién de la
hipdfisis anterior, asi como la liberacion de neuropéptidos hipotalamicos, y mantienen
un sistema de regulacion estimulante o inhibitoria (Figura 9) (Koeppen y Stanton,
2001; Molina, 2006).
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Figura 8. Las neuronas magnocelulares producen neurohormonas y la s transportan

hacia la hip6fisis posterior para ser almacenadas. Las neuronas parvicelulares liberan
neurohormonas liberadores o inhibidoras que son tra nsportadas por venas porta
largas hacia la hipdfisis anterior, donde estimulan la liberacion de hormonas

hipofisiarias hacia la circulacion sistémica (Tomad a de Curtis, 2000).
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Figura 9. Eje hipotalamico-hipofisiario-ovario. El péptido hipotalamico GnRH estimula

la producciéon de dos gonadotropinas, la LH y FSH, p  or la glandula hipofisiaria. Las
gonadotropinas a su vez estimulan la secrecion de h ~ ormonas esteroides; entre ellas el
estradiol, y de hormonas proteicas; entre ellas la inhibina y la activina. Estas
hormonas ejercen una retroalimentacién negativa sob re la hipdfisis y el hipotalamo al
inhibir la secrecion de LH y FSH. La inhibina ejerc e una retroalimentacién negativa al
bloguear de manera preferente la liberacion de FSH, mientras que el estradiol y la
activina tienen efectos de retroalimentacién positi va sobre la secrecién hipofisiaria.
ACh, acetilcolina; NPY, neuropéptido Y; SP, sustanc ia P; CRH, hormona liberadora de
la corticotropina (Tomado de Berne y Levy, 1992).



MARCO TEORICO

EL CICLO ESTRAL

El ciclo estral es una secuencia de procesos reproductivos en las especies
mamiferas que esta caracterizado por la conducta de apareamiento y coincide con la
ovulacion, asegurando la fertilizacion y con ello la prefiez. Durante esta etapa, la
hembra se encuentra receptiva y proceptiva a la conducta de acercamiento del
macho. Asimismo, es una cascada de eventos hormonales y conductuales
progresivos, altamente sincronizados y repetitivos. Los principales eventos que
ocurren en el ciclo estral son el crecimiento progresivo y la maduracion de los
foliculos, la maduracion de los ovulos del ovario y la subsecuente luteinizacién de la
ruptura de los foliculos produciendo el cuerpo lateo (Figura 5). En ausencia de

prefiez, el ciclo se repite (Kilen y Schwartz, 1999).

La palabra estrus (Estro) es una adaptacion al Latin del Griego oistros que
significa “frenesi”. Este termino fue utilizado por primera vez por W. Heape en 1900
para describir “el periodo especial del deseo sexual de las hembras” y diferenciarlo
de la “rutina” del macho. Heape ademas describié distintas fases dentro del ciclo
para utilizarlo en los mamiferos durante su periodo de reproduccion. Utilizé el término
Anestro para describir el periodo no reproductivo de descanso en los mamiferos
hembras cuando los ovarios y los 6rganos reproductivos accesorios se encuentran
relativamente quiescentes y los intentos de apareamiento por parte del macho son
evitados (Neill, 2006).

Heape también utilizé los prefijos pro-, di- y met- junto al sufijjo —estro para
para describir las fases del ciclo durante el época sexual. La primera parte del ciclo la
llamd Proestro y esta caracterizada por que el animal va a “entrar en celo”. La
siguiente fase, el Estro la describié como: “simplemente el momento en que la
hembra permitird el coito con el macho y en el que es posible la fertilidad en la

mayoria, mas no en todos, los mamiferos”. En ausencia de la concepcion, el Estro se
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ve seguido de un periodo corto de recuperacion llamado Metaestro o Diestro-1
durante el cual los cambios que disminuyen los cambios que se presentaron en el
tracto reproductivo durante el Estro. El siguiente periodo el Diestro (o0 Diestro-2) tiene
duracién variable entre especies. Durante este periodo, las secreciones ovaricas
preparan al tracto reproductivo para recibir al 6vulo recién formado poco después del
celo y del Estro (Figura 10) (Neill, 2006).

Proestro @ Estra

etaestro
fasd N
IR
Crulacion - | "

Diestro

Metaestro iestrs
e
Cuerpas [(teos
Foliculos en
Estro . i
CrECiMIEnt  Corpus albicans —» ) Proestro

i

Figura 10. Crecimiento folicular, ovulacion y forma  cién del cuerpo liteo (Tomada de
Gaytan, 2005)
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La descripcion de varios estados reproductivos, que originalmente se utilizé para
caracterizar el ciclo de los reproductores estacionales, con el tiempo se aplico al ciclo
estral de todos los mamiferos, estacionales o no estacionales, poliestrales o

monoestrales (Neill, 2006).

La rata de laboratorio es un mamifero no estacional, ovulador espdntaneo y
poliestral, lo que significa que el ciclo ovarico es continuo durante todo el afio
(opuesto a los ciclos ovaricos restringidos a una época del afio, como el de la oveja),
gue la ovulacién no depende de un estimulo nervioso externo (a diferencia de los que
requieren de los estimulos de apareamiento, como en los conejos) y que la ovulacion
es cada 4 o 5 dias durante todo el afio (diferente de los perros, los cuales ovulan una

vez en primavera y una vez en otofio) (Neill, 2006).

Las fases del ciclo estral pueden ser monitoreadas analizando los tipos
celulares que aparecen en un frotis vaginal. El Proestro se caracteriza por una
predominancia de células epiteliales nucleadas. En el dia siguiente, el Estro, las
células que predominan son epiteliales escamosas y cornificadas. Durante el
Metaestro y también en el dia del Diestro-2 la estirpe celular son los leucocitos junto
con los cuales aparecen un numero significativo de células epiteliales nucleadas. Y
nuevamente al dia siguiente, el Proestro, caracterizado por ausencia de leucocitos y
predominancia de células epiteliales nucleadas. En los ciclos de 5 dias, aparece un
dia adicional de leucocitos (Diestro) (Neill, 2006). La duracién del ciclo estral
depende de la influencia de los factores ambientales como son luz, temperatura,

manejo, nutricion, patologias, etc. (Caravaca et al., 2005)

Los eventos clave que ocurren durante el ciclo se describen de la siguiente forma:
i. Los estados iniciales de la ovogénesis y foliculogénesis son independientes de
las hormonas de la hipdfisis, en contraste, los estados finales del crecimiento

folicular y la maduracion son muy dependientes de la LH y la FSH.
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i.  Durante la maduracion de los foliculos y la preparaciéon para la ovulacion, un
gran namero de estos foliculos se vuelven atrésicos.

iii.  En los estados finales del crecimiento folicular, el estrogeno es secretado de
los foliculos maduros y prepara al sistema reproductivo de una posible
gestacion.

iv.  El estrégeno secretado estimula la liberacion de la GnRH del hipotalamo.

v. Las concentraciones preovulatorias de las gonadotropinas (LH y FSH) gatillan
la ovulacion.

vi.  El ovocito aparece en el oviducto.

vii.  La secrecién ovarica de esteroides produce cambios estructurales en el Gtero,
preparandolo para la implantacién, en caso de una posible fertilizacion.

viii. La secuencia de los eventos es de naturaleza ciclica y la duracion de cada
ciclo es especifica entre especies y puede variar desde 4 dias hasta 1 afio
(Kilen y Schwartz, 1999).

Durante un ciclo estral de 4 dias en la rata, las concentraciones de 17 -
estradiol se encuentran basales durante todo el Estro y gran parte del Metaestro,
empiezan a aumentar lentamente en la tarde de este dia, y continla aumentando
durante el Diestro alcanzando una concentracion maxima en la tarde del Proestro.
Esta maxima secrecion de 17 B-estradiol y su disminucion drastica gatilla la
liberaciéon de LH y FSH preovulatoria. En la mafiana del Estro nuevamente se

observan concentraciones basales del esteroide (Kilen y Schwartz, 1999).

Las concentraciones  séricas de progesterona comienzan a elevarse
inmediatamente antes del inicio de la secrecion preovulatoria de ambas
gonadotropinas Yy vuelven a sus concentraciones basales la mafana del Estro.
Estas concentraciones elevadas de progesterona inducen la conducta de
apareamiento en la tarde del Proestro. La ovulacion tiene lugar la mafana del Estro,
fase en la que también se observa el segundo incremento en la secrecién de FSH;
necesaria para estimular el crecimiento y diferenciaciéon de un nuevo set de foliculos

primordiales para el siguiente ciclo (Figura 11) (Kilen y Schwartz, 1999).
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Figura 11. Concentracién de progesterona, prolactin  a, estradiol, LH y FSH obtenido del
plasma periférico cada 2 horas de intervalo en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada
punto representa la media + e.e.m. de la concentrac  i6n de hormona de 5 a 6 ratas. Las
barras negras representan las horas de oscuridad en el que se encuentran los
animales (18:00 — 06:00 h) (Tomada de Freeman, 1994 ).



MARCO TEORICO

ASIMETRIA OVARICA

El término asimetria funcional hace referencia a las diferentes respuestas que
presentan el 6rgano derecho e izquierdo ante un mismo estimulo. Tales diferencias
entre dichos 6rganos puede observarse en humanos y animales. También se ponen
de manifiesto en condiciones patolégicas o cuando los animales son sometidos a

algun tipo de experimento (Dominguez y col., 2003).

Existen numerosas evidencias de que tanto en mamiferos como en aves hay
predominancia funcional de una de las gonadas (Dominguez et al., 2003).
Previamente hemos mostrado que la ovariectomia unilateral provoca cambios en la
concentracion de progesterona, testosterona o 17 S-estradiol que dependen del dia
del ciclo estral en el que se lleve a cabo la intervencion y del ovario que se extirpa
(Cruz et al., 2006; Flores et al., 2005, 2006). Por ejemplo, en el dia del Proestro, la
ovariectomia izquierda provoco disminucion de la concentracion de 17 f-estradiol
una hora después de extraer el ovario, mientras que la ovariectomia derecha
aumento la concentracion de la hormona (Cruz et al., 2006). En el dia del Estro o del
Diestro-1, la ovariectomia unilateral no modificé la concentracion de esta hormona
(Barco et al., 2003). En cambio, en el dia del Diestro-2, la ovariectomia izquierda
no modifica la concentracion de 17 [-estradiol, mientras que la ovariectomia
derecha resulta en la disminucion de la concentracion de la hormona (Cruz et al.,
2006).

La asimetria observada en las funciones de los ovarios ha sido explicada
como el resultado de la participacion de la inervacién del 6rgano en los mecanismos
de regulacion fina de la respuesta a las gonadotropinas (Aguado, 2002; Dissen y
Ojeda, 1999; Dominguez et al., 2003).
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INERVACION OVARICA

Se ha descrito la distribucion de las fibras que se proyectan al ovario y la identidad
guimica de los neurotransmisores que estas fibras contienen. El ovario de los
mamiferos esta inervado por fibras simpaticas y parasimpéticas, asi como por
aferentes sensoriales cuyo cuerpo se localiza en la raiz dorsal de la médula espinal a
nivel toraxico y lumbar superior (Otani y Sasamoto, 1982), asi como en el ganglio
nodoso del nervio vago (Burden et al., 1983). Segun Klein y Burden (1988), el
ovario derecho recibe mas fibras simpaticas que el ovario izquierdo. El nUmero de
fibras nerviosas en el plexo que rodea la arteria del ovario izquierdo es mayor que el

de la arteria del ovario derecho (Malishevskaia y Brindak, 1980).

Antes de conocer el Nervio Ovarico Superior, Brink en 1974, reporté una
denervacion parcial ligando del ovario del roedor, “el ligamento craneal del ovario y
caudal del rifidn”, presumiblemente refiriéndose al ligamento suspensorio del ovario.
Se describié como un ligamento muscular el cual transcurre el borde bajo de la caja
toracica, extendiéndose caudalmente y continudndose en la musculatura longitudinal

del Utero. El ligamento suspensorio llega al ovario y al oviducto (Figura 12).

Después de ese reporte, Lawrence y Burden (1980) llegaron a la conclusion
de que la inervacién noradrenérgica del ovario de la rata llega al érgano por dos
rutas: 1) por el nervio del Plexo Ovarico y 2) por el nervio del ligamento suspensorio,
al cual designaron “Nervio Ovérico Superior” (Figura 12). Observaron que ambos
nervios contribuyen a la inervacion del ovario intrinseca adrenérgica y que la mayor

cantidad de nervios adrenérgicos son derivados del Nervio Ovarico Superior.

31
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Figura 12. Localizacion y trayectoria del Nervio Ov  arico superior en la rata (Tomada de
Lawrence y Burden, 1980).

Los nervios simpéaticos se originan de la regién toracica baja de la médula espinal,
pasan a través del plexo celiaco y del ganglio ovarico antes de entrar a la region
hiliar del ovario. Las fibras parasimpaticas, que tienen origen vagal, también llegan al

hilio por medio de vasos sanguineos ovaricos (Gerendai y Halasz, 1997).
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Estos nervios autondémicos convergen en la mayor parte de la vasculatura ovarica,
especialmente alrededor de los vasos en el hilio y la médula. Una parte de los vasos
pasa por la corteza del ovario, inervando el tejido intersticial y formando un plexo
alrededor de los foliculos ovéricos. Dentro de los foliculos, los nervios se encuentran
tanto en la teca externa como en la interna pero no dentro de las células de la

granulosa (Gerendai y Halasz, 1997).

Actualmente se sabe que la noradrenalina (NA) y el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), dos neurotransmisores contenidos en los nervios ovaricos,
estimulan la produccién de esteroides en el ovario. Mientras que ambas hormonas
mantienen la secrecion de progesterona y androgenos, solo el VIP estimula la
produccion de 17 B-estradiol. Es importante sefialar que la NA también facilita el
efecto estimulatorio de las gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica (Dissen
y Ojeda, 1999)

Participacién de la inervacion en la secrecion de h  ormonas esteroides

La estimulacion eléctrica del Nervio Ovarico Superior causa liberacion de

progesterona del ovario en el dia del Diestro (Weiss et al., 1982).

La seccion del Nervio Ovarico Superior realizada en la mafiana del Proestro
resulta en disminucion de la secrecién de progesterona y 17 B-estradiol. La misma
operacion realizada mas tarde, solo produce la disminucion de progesterona,
mientras que en la mafiana del dia del Estro ninguna de las dos hormonas se ve

afectada por la seccion del nervio (Aguado y Ojeda, 1984).

La denervacion simpatica producida por la seccion bilateral del Nervio Ovarico
Superior en el dia del Proestro resulta en disminucion de las concentraciones séricas

de progesterona (Erskine y Weaver, 1988).

La estimulacién eléctrica del Nervio Ovarico Superior realizada en los dias del

diestro, causa la liberacion de progesterona desde el ovario. Inversamente, cuando
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se realiza la seccion del NOS en el dia del Proestro, disminuyen repentinamente las

concentraciones de progesterona y 17 B-estradiol en la vena ovarica (Aguado, 2002).

En la rata con ovariectomia unilateral y adrenalectomizada, el ovario izquierdo
secreta mas testosterona y 17 B-estradiol que el ovario derecho, analizada 24 horas

después de realizada la cirugia (Barco et al., 2003).

La seccidon del Nervio Ovarico Superior en ratas a los dos dias de nacidas y
sacrificadas a los 60 o 90 dias de la denervacion, incrementa las concentraciones de
17 B-estradiol, pero no tiene influencia en las de progesterona. Estos datos sugieren
gue la funcién de este nervio simpéatico del ovario es como regulador en la secrecion

del estrogeno (Xiaoxing et al., 2010).

Resultados de nuestro laboratorio, han mostrado que la concentracion de
progesterona y 17 B-estradiol en suero una hora después de haber realizado la
seccion del NOS en Diestro-1, Diestro-2 y Estro del ciclo estral de la rata adulta
dependen de la etapa del ciclo en la que se realizé la cirugia y del nervio que

permanecio in situ:

En el dia del Diestro-1, la extirpacion del ovario en los animales con seccion
unilateral del NOS a las 13:00 h afecta de manera asimétrica la concentracion de
progesterona y 17 p-estradiol en suero. La extirpacion del ovario derecho en
animales con seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo resulta en aumento de la
concentracion de ambos esteroides, mientras que la extirpacion del ovario izquierdo
en los animales con seccion del Nervio Ovarico Superior derecho resulta en la
disminucion de la concentracién de progesterona y no se modifica la de 17 B-
estradiol. Los autores sugieren que el Nervio Ovarico Superior izquierdo lleva
informacion que modula de forma inhibitoria la secrecién de progesterona y estradiol
secretadas por el ovario izquierdo, mientras que el Nervio Ovarico Superior derecho
modula de forma estimulante la secrecion de progesterona y no participaria en la

regulacion de la secrecion de 17 B-estradiol (Montiel et al., 2005).
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En 2007, Mendoza mostré que la seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo
resulta en aumento de la concentracién de 17 B-estradiol en suero; sin cambios en la
concentracion de progesterona. En contraste, la seccion del Nervio Ovarico Superior
derecho resulta en mayor concentracibn de progesterona, sin cambios en la
concentracion de 17 B-estradiol en suero. En animales con seccion del Nervio
Ovérico Superior derecho y ovariectomia izquierda se observa menor concentracion
de progesterona y mayor concentracion de 17 B-estradiol, pero en animales con
seccion del Nervio Ovarico Superior izquierdo y ovariectomia derecha no se alteran
las concentraciones de ambas hormonas. Con base en ello, el autor concluye que el
Nervio Ovérico Superior participa en la regulacién de la secrecion de hormonas
esteroides de manera asimétrica tanto en el animal con ambos ovarios como en el

gue tiene ovariectomia.

En el dia del Estro, la seccidn del Nervio Ovérico Superior izquierdo o derecho
a las 13:00 h resulta en aumento de la concentracion de progesterona y 17 8-
estradiol. La seccion del Nervio Ovérico Superior izquierdo seguida de la
ovariectomia ipsilateral a la seccion resulta en menor concentracion de ambos
esteroides en suero, y la seccidén del Nervio Ovarico Superior derecho y ovariectomia
derecha no altera la concentracion de las hormonas (Velasco et al., 2008).

Respecto al dia del Proestro, conocemos lo que sucede con la ovulacion,
falta evaluar los efectos de la seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior sobre la
concentracion de las hormonas esteroides evaluadas una hora después de la cirugia.
Asi, en el 2007, Velasco realizo la seccion del Nervio Ovérico Superior a las 13:00 h
y observd que la seccion del Nervio Ovérico Superior derecho actia de manera
estimulante en el ovario que inerva, ya que la seccion del éste resulté en menor
namero de ovocitos liberados por dicho ovario, sin modificar la tasa de animales
ovulantes, mientras que la seccién bilateral del Nervio Ovarico Superior no afecto
dicha tasa, pero si el numero de ovocitos liberados sélo por el ovario derecho; por lo
cual concluye que en la etapa del Proestro a las 13:00 h el Nervio Ovarico Superior

es un modulador fundamental para el proceso del ovulacién para el ovario derecho.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las funciones de las goénadas femeninas son la liberacion del ovocito capaz de ser
fecundado y la secrecion de hormonas que estimulan el crecimiento y la
diferenciacion de los érganos del aparato reproductor (Dominguez et al., 1991). Para
ello, el hipotdlamo secreta el neuropéptido GnRH en la eminencia media, que es
transportado por la arteria hipofisiaria superior, a los capilares del plexo primerio y
secundario que irriga a la pars distalis de la adenohipofisis, donde se une a los
gonadotropos y estimula la secrecion de las gonadotropinas (FSH y LH). Estas, al ser
liberadas al torrente circulatorio estimulan la secrecién de las hormonas ovéricas que
al llegar al hipotdlamo y a la hipdfisis estimulan o inhiben su secrecion con base a la

etapa del ciclo estral en estudio, lo que da como resultado la ovulacion.

Aunado a ello, se tienen evidencias de que la inervacién noradrenérgica y
vipérgica que reciben los ovarios, a través del Nervio Ovérico Superior, modula la
accion de las gonadotropinas sobre las funciones del ovario. Los resultados
obtenidos por Montiel (2005), Mendoza (2007) y Velasco (2007), muestran que el
NOS modula la accién de las gonadotropinas sobre la secrecion de progesterona y
17 B-estradiol, lo que depende de la etapa del ciclo estral en la que se realiza el

estudio, del nervio y el ovario in situ en las etapas del diestro y estro.

En el presente estudio nos propusimos analizar si el NOS es una de las vias
nerviosas que comunican a los ovarios con el SNC, si la informacion que llega a los
ovarios por el NOS modula la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas y si la
informacion que se origina en cada ovario es diferente. Asi, los efectos agudos de la
seccion unilateral del NOS sobre la capacidad secretora de ambos ovarios o de uno
de ellos dependera del ovario que se considere y de la inervacion que llega por el
NOS.
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Para ello, con el fin de completar el conocimiento que se tiene de la
participacion del NOS en cada etapa del ciclo estral de la rata adulta con o sin
ovariectomia unilateral, se analizaron los efectos de la seccion unilateral del Nervio
Ovérico Superior a las 13:00 h en el dia del Proestro sobre las concentraciones de
progesterona, testosterona y 17 B-estradiol cuantificadas en suero, una hora

después de realizada las cirugias.
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HIPOTESIS

Dado que el Nervio Ovarico Superior inerva a los ovarios y modula su respuesta a las
gonadotropinas, que dicho nervio es una via de comunicacion entre ellos y el Sistema
Nervioso Central, y que ambos érganos reciben inervacion que se origina en el
ganglio celiaco-mesentérico superior, entonces, la denervacion de un ovario
producida por la seccion unilateral del Nervio Ovéarico Superior en ratas con o0 sin
extirpacion de un ovario afectara de manera diferente e inmediata la secrecion de

progesterona, testosteronay 17 B-estradiol por los ovarios.
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OBJETIVO GENERAL
= Analizar la participacion del Nervio Ovarico Superior sobre la concentracion de
progesterona, testosterona y 17 f-estradiol en la etapa del Proestro de

animales con o sin ovariectomia unilateral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Analizar la funcion del Nervio Ovérico Superior en la regulacion de la

secrecion de hormonas esteroides ovaricas.

= Analizar si los ovarios contribuyen con las mismas concentraciones de

hormonas esteroides a la circulacion.

= Analizar la funcion del Nervio Ovérico Superior en la regulacion de la

secrecion de hormonas esteroides por cada ovario.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra adultas virgenes de la cepa ClIZ-V, de tres meses de
edad, mantenidas en condiciones controladas de iluminacién (14 horas de luz y 10
horas de oscuridad; luces encendidas de 5:00 a 19:00 h.), con libre acceso al agua y

al alimento (Purina S.A., México).

El ciclo estral de los animales se monitore6 con la toma de frotis vaginal y se
utilizaron aquellos que presentaron al menos dos ciclos consecutivos de cuatro dias

de duracién: Diestro-1, Diestro-2, Proestro y Estro.

Alas 13:00 h del Proestro, los animales fueron destinados al azar a alguno de

los siguientes grupos experimentales:

Grupos experimentales (n=10):

Grupo testigo absoluto. Ratas sin ninguna manipulacién fueron sacrificadas

a las 14:00 h en el dia del Proestro.

Grupo con laparotomia ventral.  Este grupo nos permitié analizar los efectos
de la laparotomia ventral sobre la concentracion de progesterona, testosterona 'y 17
B-estradiol en suero. Para ello, los animales fueron anestesiados con éter y se
procedié a realizar una incision ventral para cortar piel, musculo y peritoneo. Los

organos internos se mantuvieron intactos y al finalizar la cirugia se suturé la herida.

Grupo con seccion del Nervio Ovérico Superior. Con el fin de analizar si el
NOS forma parte de los mecanismos neurales que regulan la secrecion de las
hormonas esteroides ovaricas a las 13:00 h del Proestro, a los animales se les
realizé laparotomia ventral y se secciono el NOS izquierdo (NOS-I), derecho (NOS-
D) o ambos nervios (NOS-B).
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Grupo con ovariectomia unilateral (Ovx-X).  Para conocer la aportacion de
progesterona, testosterona y 17 B-estradiol a la circulacion de cada ovario, a los
animales se les realizé la laparotomia ventral y enseguida se les extirpd el ovario

izquierdo (Ovx-I) o el derecho (Ovx-D).

Grupos con seccion del NOS izquierdo (NOS-I) y ovar iectomia unilateral
(Ovx-X). Con este grupo fue posible analizar los efectos que tiene la presencia del
NOS derecho y uno de los dos ovarios sobre la concentracion de las hormonas
esteroides ovaricas en suero. Para ello, a los animales se les realiz6 la laparotomia
ventral, para seccionar el NOS izquierdo e inmediatamente se les extirpé el ovario
ipsilateral (NOS-1 + Ovx-l) o el ovario contralateral al nervio seccionado (NOS-I +
Ovx-D).

Grupos con seccion del NOS derecho (NOS-D) y ovarie  ctomia unilateral
(Ovx-X). Para analizar los efectos de la presencia del NOS izquierdo y uno de los
dos ovarios sobre la concentracion de las hormonas esteroides ovaricas en suero, a
los animales se les realiz0 laparotomia ventral y se secciono el NOS derecho y se
les extirpd el ovario ipsilateral (NOS-D + Ovx-D) o el contralateral al nervio
seccionado (NOS-D + Ovx-I).

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados por decapitacion para colectar la sangre del tronco,
gue fue mantenida a temperatura ambiente por 30 minutos y se centrifugd a 3000
rpm durante 15 minutos. Enseguida se separo el suero del botén celular, el que fue
almacenado a -20°C, hasta la cuantificacion de la concentracion de las hormonas

esteroides ovaricas.
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Cuantificacion de progesterona , testosterona y 17 B-estradiol en suero

La cuantificacion de la concentracion sérica de progesterona, testosterona y 17 -
estradiol se realizd por la técnica de radioinmunoanalisis de fase soélida. Para ello, se
utilizé un estuche (Coat-A-Count, USA), que contiene tubos de polipropileno
impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada (**°1-
progesterona; ?°1-testosterona, **°1-17 B-estradiol) y calibradores para la realizacién
de la curva patron (progesterona: 0.05, 0.1, 0.5, 2, 10, 20, y 40 ng/mL; testosterona:
0.65, 100, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 y 16000 pg/mL; 17 B-estradiol: 2.5, 5,

10, 20, 50, 150, 250 y 500 pg/mL).

A cada tubo se le adicionaron 100 pl de suero problema, mas 1000 ul de la
hormona marcada. Se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante tres
horas. Posteriormente se decanto el sobrante de cada tubo, se secaron las paredes
del mismo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su andlisis. La
concentracion de progesterona fue expresada en ng/mL y la de testosterona y 17 (-
estradiol en pg/mL de suero. Cabe mencionar que la cuantificacion de las hormonas
se realizd en el Laboratorio de hormonas esteroides del Depto. de Biologia de la
Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador

Zubiran”.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las concentraciones séricas de las hormonas fueron analizados
por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de
Tukey. Cuando fue necesario comparar los resultados de dos grupos se utilizé la
prueba “t” de Student. En todos los casos, se consideraron significativas aquellas

diferencias en las cuales la probabilidad fue menor o igual al 0.05.
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GRUPO DE ANIMALES CON LAPAROTOMIA VENTRAL

La perforacion ventral de la piel, musculo y peritoneo se tradujo en aumento de
la concentracion sérica de progesterona y testosterona, sin alteraciones en las
concentraciones séricas de 17 B-estradiol, respecto a lo observado en el grupo
de animales Intactos (Gréafica 1). Dado que las cirugias posteriores requieren

necesariamente laparotomia se considero a este grupo como el grupo control.

100 - 400 -
*
80 -
300 -
o o
9 60 - g
[7,] (7.}
S S 200 -
- -
E 40 - * E
ob ob
c o
100 -
20 -
0 | 0
Progesterona Testosterona
200 -
150 -
e A
Y
[7,]
3 100 -
—
£
S~
o
o
50 -
0
17 B-estradiol
[ Intacto B Laparotomia

Gréfica 1. Media + e.e.m de la concentracién sérica  de hormonas esteroides en

animales intactos o con laparotomia ventral a las 13:00 h del Proestro y
sacrificados una hora después del tratamiento. *p<0.05 vs grupo Intacto (Prueba

“t” de Student).
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ANIMALES CON SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR
La seccion bilateral del NOS result6 en mayor concentraciobn sérica de

progesterona y menor concentracion de testosterona respecto a la de los
animales con laparotomia (Gréfica 2); sin cambios en la concentracién de 17 (-
estradiol. Este mismo efecto se registré al comparar la seccién bilateral del
NOS con la seccion del NOS izquierdo. La seccion del NOS derecho se tradujo
solo en menor concentracion de testosterona respecto a la observada en el

grupo con seccion del NOS izquierdo (Grafica 2).
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Gréfica 2. Media = e.e.m. de la concentracion séric a de hormonas esteroides en
animales con laparotomia o con seccién del Nervio O  varico Superior izquierdo
(NOS-I), derecho (NOS- D) o de ambos lados (NOS -B) realizadas a las 13:00 h del
Proestro y sacrifica das una hora después. * p<0.05 vs grupo con laparotomia; 4
p<0.05 vs grupo con NOS -I (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

44



RESULTADOS

e e
b ol -

ANIMALES CON OVARIECTOMIA UNILATERAL

La ovariectomia unilateral en la tarde del dia del Proestro resultd en menor
concentracion sérica de testosterona en aquellos animales que tenian el ovario
derecho in situ respecto a la de los animales que fueron sometidos a la
laparotomia ventral; sin cambios en la concentracién de progesterona o 17 (-
estradiol (Grafica 3). A diferencia de ello, en los animales que tenian el ovario
izquierdo in situ se presentd menor concentracion sérica de 17 S-estradiol, en
relacion a la registrada en animales con laparotomia ventral o en animales con
el ovario derecho in situ; sin alteraciones en las concentraciones séricas de

progesterona o testosterona (Grafica 3).
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Gréfica 3. Media + e.e.m. de la concentracion séric a de hormonas esteroides en
animales con laparotomia ventral 0 con ovariectomia unilateral en el dia del
Proestro a las 13:00 h y sacrificadas una hora desp  ués de la cirugia. *p<0.05 vs
grupo con laparotomia; #p<0.05 vs grupo con Ovx- | (ANDEVA seguida de la
prueba de Tukey).
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ANIMALES CON EL OVARIO IZQUIERDO IN SITU INERVADO

En los animales con el ovario izquierdo in situ inervado no se registraron
cambios significativos en las concentraciones de las hormonas esteroides
evaluadas, independientemente del orden en gque se realizd la cirugia respecto
a sus grupos control (NOS-D+Ovx-D o0 Ovx-D+NOS-D) (Cuadros 2 y 3).

Cuadro 2. Media = e.e.m. de la concentracion sérica  de hormonas esteroides en
animales con seccion del Nervio Ovarico Superior de recho (NOS-D) o con
seccion del Nervio Ovarico Superior y ovariectomia derecha (NOS-D+Ovx-D)
realizadas a las 13:00 h del Proestro y sacrificada s una hora después de las
cirugias.

Grupo Progesterona Testosterona 17 B-estradiol
(ng/mL) (pg/mL) (pg/mL)
NOS-D 40.4+8.8 194.7+22.1 122.9+12.1
(n=8) (n=7) (n=8)
NOS-D+Ovx-D 25.4+2.3 191.5+22.2 99.0+7.9
(Ovario izquierdo in situ inervado) (n=10) (n=12) (n=13)

Cuadro 3. Media = e.e.m. de la concentracion sérica  de hormonas esteroides en

animales con ovariectomia derecha (Ovx-D) o con ova riectomia derecha y
seccion del Nervio Ovarico Superior derecho (Ovx-D  +NOS-D) realizadas a las
13:00 h del Proestro y sacrificadas una hora despué s de las cirugias.

Grupo Progesterona Testosterona 17 B-estradiol
(ng/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Ovx-D 28.7+3.0 225.8+15.4 71.1+10.9
(n=9) (n=10) (n=8)
Ovx-D+NOS-D 29.3+2.4 180.5+24.3 85.4+11.4
(Ovario izquierdo in situ inervado) (n=9) (n=8) (n=10)
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ANIMALES CON EL OVARIO IZQUIERDO IN SITU DENERVADO

En los animales con seccién del NOS izquierdo y ovariectomia derecha (NOS-
I[+Ovx-D) se presentd menor concentracion de testosterona en el suero
respecto a la de los animales control; sin cambios en la concentracion de
progesterona o estradiol (Grafica 4). En el grupo donde primero se extirpd la
gonada derecha y después se secciond el nervio izquierdo (Ovx-D+NOS-I) se
observo la misma respuesta con respecto a la concentracion de testosterona y
17 B-estradiol, pero resulté en mayor concentracion de progesterona en el

suero, respecto a su grupo testigo (Gréfica 5).
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Gréfica 4. Media + e.e.m. de la concentracién sérica de horm onas ester oides en
animales con seccién del Nervio Ovarico Superior izquierdo (NOS -I) o seccion
del Nervio Ovarico Superior izquierdo y ovariectomia derecha  (NOS-I+Ovx-D),
realizadas a las 13:00 h del Proestro y sacrificadas una hora después de las
cirugias. *p<0.05 vs g rupo con NOS-I (Prueba de “t” de Student).
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Gréfica 5. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de  hormonas es teroides en
animales con ovariectomia Derecha ( Ovx-D) o con extirpacion del ovario derecho

y seccion del nervio izquierdo (Ovx-D+NOS-I), realizadas a las 13:00 h del
Proestro y sacrificadas una hora después de las cirugias. *p<0.05 vs grupo con
Ovx-D (Prueba de “t” de Student).
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ANIMALES CON EL OVARIO DERECHO IN SITU INERVADO

En los animales con el ovario derecho in situ inervado, en cuya cirugia primero
se elimind el nervio y luego se extirpd el ovario (NOS-I+Ovx-l), se presento
menor concentracion de testosterona y de 17 (-estradiol en el suero respecto a
la de su respectivo grupo testigo (Gréfica 6). A diferencia de ello, en la cirugia
donde primero se extirpd el ovario y luego se denervé (Ovx-I+NOS-I) solo se

observé menor concentracion del estrogeno (Gréfica 7).
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Gréfica 6 . Media + e.e.m. de la concentracién sérica de horm  onas esteroides en
animales con seccion del Nervio Ovarico Superior derecho (NOS-l) o con
seccién del NOS izquierdo y ovariectomia  izquierda (NOS-I +Ovx-l) realizadas a
las 13:00 h del Proestro y sacrificados una hora de  spués de las cirugias. *p<0.05
vs grupo con NOS-I (Prueba de “t” de Student).
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Gréfica 7. Media = e.e.m. de la concentracion sérica de hormonas esteroides en
animales con ovariectomia izquierda (Ovx -l) o con ovariectomia izquierda y
seccion del nervio izquierdo (Ovx -1+NOS-I) realizadas a las 13:00 h del Proestro y
sacrificados una hora después de las cirugias. *p<0.05 vs grupo con Ovx-
(Prueba de “t” de Student).
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ANIMALES CON EL OVARIO DERECHO IN SITU DENERVADO
El grupo de animales con ovario derecho in situ denervado (NOS-D+Ovx-I o

con Ovx-I+NOS-D) presentdé menor concentracion sérica de 17 [-estradiol
respecto a sus grupos testigos, independiente del orden en que se realizaron
las cirugias (Gréficas 8 y 9). Por otro lado, la extirpacién del ovario izquierdo
seguido de la seccién del nervio derecho (Ovx-I+NOS-D), se tradujo en mayor
concentracion de progesterona en el suero, respecto a la de su grupo testigo
(Grafica 9). En ambos grupos no se observaron cambios en la secrecion de

testosterona.
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Gréfica 8. Media *+ e.e.m. de la concentracion séric a de hormonas esteroides en
animales con seccion del Nervio Ovarico Superior derecho (NOS -D) o seccion
del Nervio Ovarico Superior derecho y ovar iectomia izquierda (NOS -D+Ovx-l)
realizadas a las 13:00 h del Proestro y sacrificados una hora después de las
cirugias. *p<0.05 vs grupo con NOS -D (Prueba de “t” de Student).
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Gréfica 9. Media + e.e.m. de la concentracion séric a de hormonas esteroides en
animales con ovariectomia izquierda (Ovx -1) o extirpacion de la gonada izquierda

y seccion del Nervio Ovérico Superior derecho (Ovx-I+NOS- D) realizadas a las
13:00 h del Proestr oy sacrificados una hora después de las cirugias. *p<0.05 vs
grupo con Ovx- | (Prueba de “t” de Student).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que el Nervio Ovarico
Superior es una de las vias nerviosas que comunican a los ovarios con el SNC, que
la informacion que llega a los ovarios por el NOS modula la respuesta de los ovarios

a las gonadotropinas; y que la informacién que se origina en cada ovario es diferente.

Se tienen evidencias de que las glandulas adrenales son la fuente principal de
progesterona durante el ciclo estral de la rata, mientras que los ovarios son la fuente
principal de testosterona y 17 B-estradiol (Flores et al., 2008). Los resultados
obtenidos en los animales con laparotomia ventral nos sugieren que dicha cirugia
representd un factor estresante que activd vias neurales y hormonales que
intervienen en la regulacion de la secrecion ovarica y que dicha participacion no es

igual para las tres hormonas estudiadas.

Se ha mostrado que ante el estrés, las neuronas del nucleo paraventricular del
hipotdlamo sintetizan CRH, que al ser liberado en la eminencia media es
transportado por el sistema portal hipotalamico hipofisiario a las células corticotropas
de la adenohipdfisis, donde estimula la secrecion de la ACTH. Cuando ésta es
liberada a la circulacion sanguinea llega a la médula adrenal y estimula la secrecion
de NA, pero también llega a la zona fascicular de la corteza adrenal donde estimula
la secrecion de progesterona (como se observa en este estudio) y corticosterona
(Ferin, 2006; Téth et al., 2008).

El incremento en la concentracion de progesterona observada en los animales
con laparotomia en el dia del Proestro también puede ser explicado por la

participacion de otras sefiales diferentes que regulan la concentracion de
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progesterona causadas por el estrés. La comunicacién neural resultante de la
perforacion ventral del peritoneo y/o la pared abdominal posiblemente también
resulté en la liberacion de la LH y o ACTH que estimula la sintesis y liberacién de
progesterona, lo que se refleja en la mayor concentracion de la hormona detectada
en el suero. Tanaka et al. (2002), mostraron que la mayor parte del peritoneo parietal
recibe inervacion sensorial que provienen del ganglio de la raiz dorsal, mientras que,
el peritoneo visceral recibe inervacion de nervios espinales y del nervio vago.
Ademas, la inervacion visceral sensitiva atraviesa los ganglios prevertebrales como
el ganglio celiaco, ganglio mesentérico inferior y superior, que son puntos de origen
de la inervacion extrinseca de los ovarios. Estas vias de inervacion envian
informacion hacia el sistema nervioso central (Baljet y Drukkler, 1979; Bortoli et al.,
1998; Dissen y Ojeda; 1999; Isomura et al., 1985; Klein y Burden, 1988), lo que
resulta en cambios en la capacidad de respuesta a las gonadotropinas por parte de

los ovarios.

El aumento en la secrecion de testosterona también puede ser estimulado por
las sefiales neuronales derivadas de la pared ventral del abdomen y o el peritoneo,
las que al llegar a los ovarios participan modulando la accion de las gonadotropinas
sobre la secrecion de testosterona. Se ha mostrado que la perforacion del peritoneo
del lado izquierdo, derecho o de ambos lados, asi como la perforacion del peritoneo
ventral a las 13:00 h del Proestro resultd en aumento de la concentracion de
testosterona en el suero (Cruz et al., 2004; Dominguez et al., 2004; Rodriguez et al.,
2003; Velasco et al., 2009).

En este estudio se muestra que el NOS izquierdo a las 13:00 h del Proestro no
modula la accién de las gonadotropinas sobre la secrecion de las hormonas
esteroides ovaricas. A diferencia de ello, el NOS derecho en la etapa del Proestro
modula de manera diferencial la secrecion de estas hormonas, ya que si bien no
modula la secrecion de progesterona y 17 -estradiol, modula de manera estimulante

la accién de las gonadotropinas sobre la secrecion de testosterona.
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En animales intactos, la secrecion de testosterona sigue un perfil de secrecién
semejante al de 17 B-estradiol. La concentracion sérica de testosterona es basal en
los dias del Estro, Diestro-1 y en mafiana del Diestro-2, incrementa en la tarde del
Diestro-2 y llega a su maxima concentracion en la tarde del Proestro. En la fase de
oscuridad de ese dia, la concentracion de la hormona empieza a disminuir hasta
llegar a concentraciones basales en la mafiana del Estro (Dupon y Kim, 1973; Gay y
Tomacari, 1974). Se ha mostrado que la secrecion de testosterona durante el dia del
Proestro es la que estimula la secrecion de la segunda fase de liberacién de la FSH

(Gay y Tomacari, 1974).

Se tienen evidencias de que las catecolaminas presentes en los ovarios de los
mamiferos estan involucradas en la regulacion del crecimiento del foliculo inicial y la
esteroidogénesis. En ratas estas acciones se llevan a cabo principalmente por la NA
y el VIP contenido en las fibras nerviosas. La NA actia sobre los receptores -2
adrenérgicos presentes en la teca y en las células de la granulosa de los foliculos y
estimula la produccién de progesterona y andrégenos, pero no la secrecion de 17 8-
estradiol. En contraste con la NA, y actuando sobre sus propios receptores, el VIP
estimula la liberacion de progesterona y17 - estradiol a partir de cultivos de células
de la granulosa y los ovarios enteros in vitro (Adashi y Hsueh, 1981; Aguado et al.,
1982; Greiner, 2008) y de andrégenos a partir de fragmentos de ovario in vitro
(Ahmed et al., 1986).

Con base en lo anterior, de que el NOS lleva el 90% de NA a los ovarios
(Lawrence y Burden, 1980), y aunado a los resultados de los animales con seccion
del NOS-D o seccion bilateral del NOS, podriamos sugerir que al seccionar el NOS
disminuyo la NA que modula de manera estimulante la accion de la FSH y la LH
sobre la secrecidn de testosterona. El hecho de que el NOS-D no regule la secrecion

de testosterona en esta etapa (asimetria en la funcion de los nervios) quizas se deba
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a que cada NOS lleva al ovario diferente cantidad de NA y VIP o bien que la

sensibilidad de los ovarios cambia con base en la etapa del ciclo estral.

Al respecto, se ha mostrado que la seccion unilateral del NOS a las 13:00 h en
el Diestro-2 y Estro resultd en aumento de la secrecion de progesterona una hora
después de haber realizado la cirugia (Mendoza, 2007; Velasco, 2008), pero cuando
la cirugia se realiz6 en Diestro-1 se observd menor concentracion de progesterona

en el suero de los animales (Montiel, 2005).

La seccion del NOS izquierdo en Diestro-1 resultd en mayor secrecion de
testosterona, pero en el Diestro-2 en menor secrecion de dicha hormona (Montiel,
2005; Mendoza, 2007). La seccion unilateral del NOS en la etapa del Estro resulto en

aumento de la secrecion de 17 B-estradiol en el suero (Velasco, 2008).

Otra explicacién ante la disminucion de testosterona en los animales con
seccion del NOS-D y seccion bilateral del NOS podria estar basada en los resultados
de Parra et al. (2007), quienes mostraron que el efecto de VIP sobre la secrecién de
andrégenos se debe a que estimula la actividad enzimética de P450scc; enzima

limitante en la biosintesis de progesterona.

Los resultados en los animales con seccion bilateral del NOS sugieren la
hiperactividad de los ovarios, con un aumento en la secrecion de progesterona, pero
con disminucion en la de testosterona y 17 B-estradiol. Por tanto, la informacion que
transcurre por ambos lados del NOS modula de manera inhibitoria la accién de la
FSH y la LH sobre la secrecién de progesterona y de manera estimulante la de 17 (-

estradiol en la etapa del Proestro. El aumento en la concentracion seérica de
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progesterona y disminucion de la concentracion sérica de testosterona en la seccion
bilateral del NOS podrian ser atribuidos a una disminucién en la actividad enzimatica
de 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y/o de P450c17 (Van Voorhis, 1999).

En los animales con ovariectomia unilateral se observé que ambos ovarios
aportan la misma concentracién de progesterona a la circulacion en el dia del
Proestro, pero el ovario derecho secret6 menor concentracion de testosterona y
mayor concentracion de 17 B-estradiol que el ovario izquierdo. La asimetria en la
morfologia y fisiologia de los ovarios estan bien establecida. Las evidencias sugieren
gue esas asimetrias juegan un papel funcional importante en la regulacion de las
funciones de las gonadas, y que el grado de asimetria entre las génadas fluctta a lo

largo del ciclo estral (Dominguez et al., 2003).

La inervacion de los ovarios participa en la regulacién del proceso ovulatorio
(Chavez et al., 1987; 1989) y en la secrecion de hormonas (Barco et al., 2003; Cruz
et al.,, 2006; De Bortoli et al., 1998; 2002;Flores et al., 2005, 2006) que es el
resultado de diferencias en la inervacidbn que recibe cada ovario. Los somas
posganglionares simpéticos que se proyectan hacia el ovario de la rata a través del
NOS y plexo nervioso estan localizados en el ganglio prevertebral, especialmente en
el complejo ganglio mesentérico superior-celiaco prevertebral (CSMG). El ovario
derecho recibe una mayor cantidad de células desde el CSMG que el ovario
izquierdo (Dominguez et al., 2003; Klein y Burden, 1988). Ademés se ha propuesto
que la inervacion ovarica modula la reactividad de los diferentes compartimientos
funcionales de las gonadas a la accion de las gonadotropinas (Dominguez et al.,
1989; 2003).

Segun Uchida et al. (2005), los reflejos neurales de la piel abdominal a los

ovarios afectan el flujo sanguineo ovérico y la actividad del NOS. La respuesta
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depende del lado que es de la aferencia abdominal estimulada, ya que la
estimulacion de la pared abdominal izquierda produce un efecto mucho mas
profundo sobre la actividad del NOS izquierdo que la estimulacion de la pared
abdominal derecha. . La respuesta del flujo sanguineo ovarica a la estimulacion
abdominal es mediada como respuesta refleja a través de los nervios simpaticos
ovaricos, y la respuesta es controlada a través de vias supra espinal y depende del

ciclo estral (Stener-Victorin et al., 2006).

Niswender et al. (1976), sugieren que hay evidencia que indica que el flujo
sanguineo ovarico es un factor importante que regula la actividad de las hormonas
gonadotrépicas en las células luteas, y puede ser un mecanismo de accion de LH
aumentar el flujo de sangre en el cuerpo IUteo. Las arterias ovaricas y uterinas con
anastomosis entre ellas, proporcionan suministro de sangre arterial a los ovarios. El
flujo de sangre a los ovarios varia en magnitud y distribucién a lo largo del ciclo estral
(Garris y Foreman, 1984; Sweeney et al., 2007; Varga y Greenwald, 1979) vy el
namero y la distribucion de los capilares foliculares y luteales cambia durante todo el

ciclo estral (Forsman y McCormack, 1992).

Aparte de la inervacion catecolaminérgica y VIPérgica que llega a los ovarios a
través del NOS (Kleiny Burden, 1988; Ojeda y Lara, 1989; Ojeda et al., 1989; Ojeda
y Urbanski, 1994), éste también proporciona oxido nitrico (NO) a los ovarios (Casais
et al., 2007). El NO inhibe la actividad de aromatasa citocromo P450 y la secrecion

de 17 B-estradiol por las células de la granulosa en cultivo (Snyder et al., 1996).

Los resultados de las concentraciones hormonales en los animales con el
ovario izquierdo in situ inervado, nos sugieren que éste tiene la capacidad de
mantener las concentraciones similares a su grupo control a través de la inervacion

gue recibe del NOS izquierdo y de la accién de las gonadotropinas, ya que cuando
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se elimina la informacién que proviene del NOS-I disminuye la concentracion de
testosterona y aumenta la de progesterona, lo que demuestra que modula la
secrecion de ambos esteroides, lo que también depende del orden en que se
realicen las cirugias. En contraste, cuando permanece el ovario derecho in situ
inervado las concentraciones de testosterona y 17 B-estradiol disminuyen respecto a
su grupo control, lo que nos representa que hay una respuesta lateralizada en la
regulacion de los mecanismos que regulan la secrecion de esteroides del lado
izquierdo y derecho de los animales, y que ademas el NOS izquierdo modula en
forma estimulante la accion de las gonadotropinas sobre la secrecion de
testosterona y 17 B-estradiol, pero el NOS derecho modula en forma inhibitoria la
secrecion de progesterona y de manera estimulante la secrecion de 17 B-estradiol
por parte del ovario derecho. Esto en resumen nos indica que el NOS es el vinculo

de informacidén nerviosa entre los ovarios.
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CONCLUSIONES

= La laparotomia ventral es un factor estresante que se traduce en aumento de

la concentracidén de progesterona y testosterona en el suero de los animales.

= EI Nervio Ovérico Superior izquierdo o derecho no regula la secrecién de

esteroides ovaricos en los animales con ambos ovarios.

= Ambos Nervios Ovarico Superior modulan en forma inhibitoria la secrecion de
progesterona y de manera estimulante la secrecion de testosterona en

animales con ambos ovarios.

= El ovario izquierdo y el derecho aportan las mismas concentraciones de
progesterona a la circulacion, pero el ovario derecho contribuye con menor
concentracion en la concentracion de testosterona; mientras que el ovario

izquierdo en 17 B-estradiol.

= EL NOS izquierdo modula en forma inhibitoria la concentracion de
progesterona y de manera estimulante la de testosterona en los animales con

el ovario izquierdo in situ.

= El NOS izquierdo modula en forma estimulante la accion de las
gonadotropinas sobre la secrecion de testosterona 'y 17 B-estradiol por parte
del ovario derecho in situ.

= ElI NOS derecho modula en forma inhibitoria la funcién de las gonadotropinas

sobre la secrecion de progesterona y de manera estimulante la secrecion de

17 B-estradiol por parte del ovario derecho.
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Acute effects of unilateral sectioning the superior
ovarian nerve of rats with unilateral ovariectomy
on ovarian hormones (progesterone, testosterone
and estradiol) levels vary during the estrous cycle

Angélica Flores, Jacqueline Velasco, Ama | Gallegos, Fernando D Mendoza, Pamela M Everardo, MariaEsther Cruz,
Roberto Dominguez

Abstract

The present study analyzed the participation of the left and right superior ovarian nerves (SON) in requlating
progesterone, testosterone, and estradiol serum levels in unilaterally ovariectomized rats on each day of the estrous
cycle. For this purpose, ovarian hormone concentrations In serum were measured in animals with either sham-
surgery, unilateral ovariectomy (ULO), unilateral sectioning of the SON, or sectioning of the SON innervation of the
In situ ovary in rats with ULO.
This Investigation results show that the right and left ovaries have different capacities to maintain nomal hormone
levels, that such capacity varies during the estrous cycle, and that it depends on the integrity of the SON
innervation, In rats with only one ovary, the effects of ovarian denervation on hormone levels varied according to
which ovary remained in situ, the specific hormone, and the day of the estrous ¢ycle when treatment was
performed. Present results support the idea that the ovaries send and receive neural information that is processed
in the central nervous system and we propose that this information participates in controlling the secretion of
gonadotropins related to the regulation of ovarian functions,
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Dear Dr. Flores,

Thank you for subminting an abstract for Newroscience 2006, Your abstraet, Differential effects
of the superior evirian nerve (SON) section of progesterons (P4) and estradiol (£2) serum
bevels in unilaterally ovariectomized rats (L/LO) at proestrus, has boen accepted into the
program and is scheduled in the following session:

Session Type: Poster

Session Number: 658

Session Tithe: WG Regulation 11

Date and Time: Tuesday Oct 17, 2006 1:00 PM - S:00 PM

Location: Geargin Wirld Congross Center Halls 5305
Prasaontation Tuesday, Oct 17, 2008 2.00 P - 3 00 PM
StartEnd
Time:

Authors: “A. FLORES, A | GALLEGOS, M E. CRUZ. R DOMINGUEZ.
Bislogy of Reproduction Ressarch Unil, FES Zaregozn-UNAM, Mexico City
MEXICO

Abstract: The noursl information camed by the SON pliys o sigrificant rele in the
modutation of ovarian functions. Tha unlinteral ssclion of the SOMN results in @ ek
of evulation by e denervaled ovary and & companuaiory incronse i th puinber
of ove shed by the innervatod cvary The ULD animal rodal has been used (o
analyre the nsymmetnc responaes of the ovanes. In present study we analyoed
the affects of ihe section of one GON bofare or aftar the ULO of the contralateral
owary 1o the section, parformad al 13.00 h on the day of prosstrus. on P4, B3 and
LH safum lavels measummd ane hour afler surgery
In comparison to animals with unilateral perforation of the pordonaumn (PP), the
LILO did not modity P4 serum levels, while when the Wit evary remained in sit,
the E2 serum leveli were significantly lowar than thoss animals with PP (77 14/
10.8 va. 149, 7+/-11 2, p=0.048)

The section of the BOMN baiorm (he extirpation of the contralatensl ovary 1o the
raotion did ma modify P4 setum levels. When the SON was sectionad aftes tha
contralateral ovary was sxtirpaled, the P4 sorum lovels ware higher than in ULO
rade {righl ovary in ity 56 0+/06.7 ve 25 8+/2 1, tafl ovary in silu 06 0+/-13.3 v
28 T+/-3.0, p<0 05)

The section of the right SON balore or after the extirpation of the contralalera
avary (rght ovary in situ) resulied in o significont diop In E2 lsvels (belore BO Te/.
B8, nher 70.6+/-0.8 va. 120.4+/.12.4, p<0 05) The saction of the it SON belere
the sutirpation of the Hght ovary (left ovary n mitu) resulted in higher E2 levala than
in ULO rats with tha kefl ovary in situ (71, 144100 ve. 102 8+/-11.0, e 05)
Significon! differancoes whan the section of ihe lafl SOM wan parormed after tha
extirpation of the dght ovary ware nol obsarved. The fosuits presenied hensn
suggest that the paricipation of the SON innervalion in the modulstion of P4 and
E2 secrabon by tha ovaras is ssymimatng

Disclosures: A. Flores K None AL Gallegos, None, MLE. Cruz, Nong, R. Deminguez. Nonn
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EL NERVIO OVARICO SUPERIOR COMO UN VINCULO DE INFORMACION
NERVIOSA ENTRE LOS OVARIOS EN LA REGULACION DE LA
SECRECION DE PROGESTERONA Y ESTRADIOL DURANTE EL CICLO
ESTRAL DE LA RATA.

Angélica Flores', Alma |. Gallegos', Fernando D. Mendoza', Cristina Montiel',
Roberto Chavira®, Maria Esther Cruz', Roberto Dominguez'.

" FES- Zaragoza. Unidad de Investigacion en Biologia de la Reproduccion.
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Meéxico D. F.

? Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion, Salvador Zubiran,

Mexico, D.F.

INTRODUCCION

THE ACUTE UNILATERAL PERFORATION DORSAL AND VENTRAL
PERITONEUM AFFECTS IN DIFFERENT WAY THE PROGESTERONE,

TESTOSTERONE AND ESTRADIOL SERUM LEVELS.

Roberto Pomn’nguez‘, Angélica Flores', , Alma I. Gallegos', Fernando D.
Mendoza’', Cristina Montiel', Sara E. Cruz-Morales?® and Maria Esther Cruz’

' Unidad de Investigacion en Biologia de la Reproduccion. FES Zaragoza.
UNAM

? Laboratorio de Psicofarmacologia. FES Iztacala. UNAM
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Program Number: 760.3 Day / Time: Tuesday, Nov. 15, 3:00 PM -4:00 PM

The superior ovariannerve ( SON ) as a neural pathway comunicating the right and
left ovaries

R.Dominguez bg A.Flores; AlGallegos, C.Montiel, M.E.Cruz
UIER Fes Zaragoza UNAM, Batalia 5 Dz Mayo, Mexico City DF, Mexico

The SON is the main noradrenergic pathway innervating the ovary playing a role in the regulation of
both ovulation and hormone secretion. We have previously shown that the acute effects of unilateral
ovariectomy (ULO)on estradiol {E2) serum levels vary according to the extirpated ovary and day of the
cycle when the surgery is performed. Also, that the section of the SON fo the in situ ovary performed
before the contralaterai ovary was extirpated, resulted in changes in E2 lavels. To analyze whether tha
SON originating in the extirpated ovary plays a role in the regulation of E2 sacrefion by the in situ
ovary, ULO was performed to ether-anesthetized cyclic ratsin diestrus 1 (D1) or proestrus (P), before or
after the section of the arriving SON to the extirpated ovary The E2 serum levels were measused by RIA
one hour after surgery. Animals with peritoneal perforation (PP) or ULO were used as control. When the
right ovary (RO) was extirpated in D1, the SON secfion after the ULO resulted in an increase in E2
serum levels (63.8+/-5.6 pg/ml vs. 46.5+/-56; 36.8+/-4.2, p<005). The SON section in P, before or after
RO was removed, resulted in a drop in E2 levels comparad only to PP group (99 0+/-7 9; 87.2+-10.4 vs.
150+/-11.3, p<0.05). When the left ovary (LI) wes extirpated in D1 significant changes in E2 serum
levels were not observed. When the ULO was performed on P. E2 jevels were significantly lower than in
PP and ULO groups (84.3+/-7.7, 30.8+/-5.1 vs. 150+/-11.3; 120+/-5.1, p<0.05). Present results suggest
that the SON is a neural pethway communicating the right and left ovaries, and that the influence of
such communication varies along the estrous cycle

Support Confributed By: DGAPA-UNAM, grant IN 200405

Citation: R.Dominguez, A.Flores, Al Gallegos. C.Mentiel M E.Cruz. The superior ovarian nerve { SON |
asa neural pathway cemunicating the right and left ovaries. Program No. 760.3. 2005 Abstract
Viewer/ltinerary Planner. Washington, DC: Society for Neuroscience

2005 Copyright by the Society for Neuroscience all rights reserved. Permission to republish any
abstract or part of an abstract in any form must be obtained in writing from the SfN Office prior to
publication

Application Design and Programming Copyright ScholarOne, Inc. All Rights Reserved. Patent
Pending.
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La secodn unilateral del nervio ovdrico superior (NOS) en el dia
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EFECTOS DE LA SECCION UNILATERAL DE NERVIO OVARICO
SUPERIOR (NOS) EN EL DIA DEL PROESTRO (P), PREVIO A LA
OVARIECTOMIA UNILATERAL (UL, SOBRE L&
CONCENTRACION DE ESTRADIOL (E2), PROGESTERONA (P
Gallegos Vazguez Al *, Montiel Gonzales C * Chavira R &, Cruz
Beltran ME *, Flores Ramirez A *, Dominguez Casala R * *FES
ZARAGOZA, UNAM NCMN, Salvador Zubiran.

El NOS es parte de los mecanismos que regulan las funciones del
ovario. La seccion unilateral o bilateral del nervio da una
disminucion de la secrecion de E2 y P4. Para estudiar si el NOS es
parte de la via de comunicacion neural entre los ovarios, se
analizaron los efectos de la seccidn unilateral del NOS realizada el
dia del P previo a la ULD contralateral, sobre las concentraciones
sericas de E2, P4 vy T. Los animales fueron sacrificados una hora
después de la operacion. La ULO-derecha (ULO-D) resultd en la
disminucion de la concentracion de E2 (B4.129.2 po/ml wvs.
150+11.3, p=0.05), resultado que no fue modificado por la seccidn
del NOS izquierdo. La seccion del NOS derecho previo a la ULO-
izquierda resultd en el aumento de la concentracion de E2 (86.7+8.8
vs. 120.4212.4 p=0.05). La perforacion peritoneal (operacion falsa)
(PP) resultd en el aumento de P4 (28.7+2.4 ng/ml vs. 15.4+1 .6,
p=0.058), aumento que no fue maodificado por la ULD, ni por la
seccion unilateral del NOS. La PP resultd en un aumento en la
concentracion de T (286228 pg'ml vs. 1462182, p=<0.05) que
disminuyd en los animales con ULO-D o izquierda (226+15.4 pgiml;
159+19.4 vs. 286228, p<0.05). La seccion del NOS derecho resultd
en una mayor disminucion de la T (45546 vs. 159+19.4 p<0.05).
Los resultados indican gue la secrecion de E2, P4 y T en & animal
con ULO dependen parcialmente de la integridad del NOS. Apoyadao
oor PAPIT-L.

LA SOCIEDAD MEXICANA DE CIENCIAS
FISIOLOGICAS A. C.

Extiende el presente reconocimiento a:
GALLEGOS VAZQUEZ Al
Por su participacion con la ponencia:

“ EFECTOS DE LA SECCION UNILATERAL DE NERVIO OVARICO
SUPERIOR (NOS) EN EL DIA DEL PROESTRO (P), PREVIO A LA
OVARIECTOMIA UNILATERAL (ULO), SOBRE LA CONCENTRACION
DE ESTRADIOL (E2), PROGESTERONA “

Durante el XLVIIl Congreso Nacional de |la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas
celebrado del 4 al 8 de Septiembre de 2005 en la ciudad de Guadalajara, Jalisco.

- i
Dra. Luisa L. Rocha Dra. Carolina Escobar
Presidenta Secretaria
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EFECTOS DE LA SECCION UNILATERAL DEL NERVIO
OVARICO SUPERIOR (NOS) EN DIESTRO1 (D1) SOBRE LA
CONCENTRACION SERICA DE ESTRADIOL (E2) Y
PROGESTERONA (P4} EN LA RATA ADULTA Moniiel Gonzalez
C * Gallegos Vazquez Al *, Mendoza Aguilar FD *. Chavira R &,
Cruz Beliran ME *, Flores Ramirez A *, Dominguez Casala R * *FES
ZARAGOZA, UNAM SINCMN, Salvador Zubiran.

Efectos de la seccion unilatieral del Nenvio Ovarico Superior (NOS)
en diestrol (D1) sobve la concentracidn sérica de estradiol (£2) v
progesierona {P4) en ia rata aduita Moniiel C1, Gallegos Al1,
Mendoza F1. Chavira R2, Cruz ME1, Flores A1l. y Dominguez R1
1FES Zaragoza. UIBR, UNAM, 2INCMN, Saivador Zubiran, México
D.F. La seccion bilateral del NOS provoca la disminucion de la
concentracion sénica de E2 y P4, |a seccion unilateral resuita en fa
falta de ovulacion por & ovano denervado. Asimismo, Ia respuesta
del ovario derecho v el izguiendo a la seccion del NOS presenta
diferencias, lo cua nos lleva a proponer gue exisie asimetria enire
ambos ovanos, Iz que depende en parte de |a inervacion. En este
estudio se analizaron los efectos de la seccidn unilateral de! NOS
en &l dia de D1 antes de exirpar € ovario coniralateral, sobre la
concentracion de E2 y P4. La denervacion del ovano izguierdo
resuftd en & aumento de la concemtracion de fa P4 (790 = 6.8 vs.
3082 +31ng/ml, p=005) yde E2 (543 £ 24 vs 368 + 42 pg/mi,
p<0.05), mientras gue la denesvacion del ovasio derecho previo a la
extirpacion del ovario contralateral resultd en fa disminucion de 1a
concentracion de P4 (86.8 = 92 vs 321 = 4 ng/mil, p<0.05) ¥y no se
observaron cambios significativos en la concentracion de E2 (257 +
42 vs. 31 = 7 pg/ml, p<005). A parlir de estos resuliados
proponemos gue & NOS izguierdo lleva informacion que regula de
forma inhibitoria fa conceniracion de E2 y P4 secretadas por el
ovano izquierdo, mieniras que & NOS derecho regula de foma
estimulante Ia secrecion de P4 y no pasticiparia en |a regulacion de
la secrecion de E2. Apovado por PAPIT-INZGD405-3. g =

LA SOCIEDAD MEXICANA DE CIENCIAS
FISIOLOGICAS A. C.

Extiende &l presente reconocimianto a:
GALLEGOS VAZQUEZ Al
FPor su participacion con la ponencia:

“ EFECTOS DE LA SECCION UNILATERAL DEL NERVIO OVARICO

SUPERIOR (NOS) EN DIESTROI1 (D1) SOBRE LA CONCENTRACION

SERICA DE ESTRADIOL (E2) ¥ PROGESTERONA (P4) ENLA RATA
ADULTA “

Durante el XLVl Congreso MNacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas
celebrado del 4 al 8 de Septiembre de 2005 en la ciudad de Guadalajara, Jalisco.

Dra. Luisa L. Rocha Dra. Carolina Escobar
FPresidenta Secretaria
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