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RESUMEN

El Nervio vago aporta a los ovarios informacion neural parasimpatica y sensorial que
contiene diversos péptidos como la acetilcolina, la sustancia P, el péptido intestinal
vasoactivo, la gastrina, la somatostatina y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina. Resultados de diversos autores han mostrado que dicho nervio a las
13:00 h de cada etapa del ciclo estral de la rata, modula la respuesta de los ovarios a
las gonadotropinas sobre la secrecién de hormonas esteroides y que a las 9:00 h del
Proestro modula en forma estimulante la accion de las gonadotropinas sobre la
cantidad de ovocitos liberados por el ovario derecho.

Ya que se desconoce su funcidén en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan la ovulacién en las etapas del diestro del ciclo estral de la rata con o sin
ovariectomia unilateral, a las 9:00 h del Diestro-1 y Diestro-2 los animales fueron
sometidos a 1) la seccién unilateral o bilateral del Nervio vago, 2) ovariectomia
unilateral, 3) seccién unilateral del Nervio vago seguida de la ovariectomia unilateral
ipsilateral o contralateral al nervio seccionado, y 4) ovariectomia unilateral seguida de
la seccion unilateral ipsilateral o contralateral al ovario extirpado; como animales
testigo se utilizaron animales intactos o con laparotomia ventral. El dia que los
animales presentaron el estro vaginal después de la cirugia, fueron pesados y
sacrificados a las 9:00 h, se cont6 el numero de ovocitos liberados y se pesaron los
ovarios, el atero y las adrenales.

En animales con laparotomia ventral realizada en Diestro-1 se observé menor
namero de ovocitos liberados por el ovario derecho (OD) respecto a lo registrado en
el grupo de animales intactos.

La seccidon del Nervio vago derecho se tradujo en menor tasa de animales
ovulantes (TAO) por el ovario izquierdo (Ol) y el OD respecto a la observada en el
grupo con laparotomia. En ratas con seccion de ambos Nervios vago en Diestro-1 se
presentd el Estro vaginal 24 horas después de lo esperado, lo que fue acompafiado
de un mayor numero de ovocitos liberados por el OD respecto a lo observado en el
grupo con laparotomia, y aumento del nimero de ovocitos liberados por ambos
ovarios respecto al del grupo con seccién del Nervio vago izquierdo.

La extirpacion del ovario derecho (Ovx-D) o izquierdo (Ovx-lI) en Diestro-1
resulté en el aumento en el nimero de ovocitos liberados respecto al grupo con
laparotomia.
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La seccion del Nervio vago izquierdo seguida de la ovariectomia izquierda
(Nv-1+Ovx-I: ovario derecho inervado por el Nervio vago derecho) en el Diestro-1
resulté en mayor numero de ovocitos liberados por el OD in situ respecto a lo
registrado en animales con seccion del Nervio vago izquierdo, mientras que la
operacion inversa, es decir ovariectomia izquierda seguida de la seccion del nervio
vago ipsilateral a la seccion (Ovx-1+Nv-I) resulté en bloqueo de la ovulacion en 6/7
animales que fueron sometidos a dicha cirugia, y el animal que ovuld solo liberé un
ovocito en relacion a lo registrado en su grupo control. Ambos tratamientos
experimentales en la etapa del Diestro-2 resultaron en diminucion de la TAO, aunque
esta disminucion solo fue significativa en animales con ovariectomia izquierda y
seccion del nervio vago ipsilateral a la seccion (Ovx-1+Nv-I).

La seccion del Nervio vago derecho seguida de la Ovariectomia izquierda (Nv-
D+Ovx-I: OD sin inervacion por parte del Nervio vago derecho) en el dia del Diestro-2
resultdé en menor niumero de ovocitos liberados por el OD in situ respecto al grupo
con seccion del Nervio vago izquierdo. En los animales con el OD in situ sin
inervacién por parte de ambos Nervios vago (Ovx-I+Nv-B) en el Diestro-1 se
presentd bloqueo total de la ovulacién, lo mismo que en la etapa del Diestro-2 pero
en animales con Nv-B+Ovx-I.

La ovariectomia derecha y seccién de Nervio vago derecho (Ovx-D+Nv-D; Ol
inervado por el Nervio vago izquierdo) en el Diestro-1 resultd en menor TAO y
namero de ovocitos liberados por el ovario in situ en relacién a la de su grupo control.
La ovariectomia derecha seguida de seccién de Nervio vago izquierdo (Ovx-D+Nv-I;
Ol in situ sin inervacion por parte del Nervio vago izquierdo) en el Diestro-2, resultd
en menor TAO respecto a la de su grupo control. La seccién de ambos Nervios vago
seguida de la ovariectomia derecha (Nv-B+Ovx-D; Ol sin inervacién de ambos
Nervios vago) en el Diestro-1 resulté en aumento en el nimero de ovocitos liberados
en relacién a su grupo control, mientras que en Diestro-2 trajo consigo disminucion
de la TAO. La operacion inversa (Ovx-D+Nv-B) en Diestro-1 trajo consigo
disminucién en la TAO.

Los resultados del presente estudio muestran que los Nervios vago en los dias
del Diestro-1 y Diestro-2 participan de manera asimétrica en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacién, con lo cual se apoya la hipétesis de que la
inervacion vagal que reciben los ovarios en los dias del diestro del ciclo estral modula
de manera diferencial la accién de las gonadotropinas sobre el compartimiento
folicular y, que los Nervios vago envian y reciben informacion de ambos ovarios
hacia el SNC, la cual varia en funcion del dia del ciclo estral, del Nervio y del ovario
in situ, y de la forma en que se realizan las cirugias.

i
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INTRODUCCION

La reproduccion en los mamiferos esta regulada por el sistema nervioso central
(SNC) y el sistema enddcrino. A diferencia del sistema nervioso, que controla las
funciones del cuerpo a través de impulsos nerviosos eléctricos rapidos, el sistema
enddcrino utiliza mensajeros quimicos u hormonas para regular procesos corporales

lentos, como el crecimiento y la reproduccion (Hafez, 2002).

El ovario es el organo fundamental del sistema reproductor. Sintetiza
hormonas y genera el gameto femenino que provee el material genético y los
nutrientes necesarios para el desarrollo del embrién (Chedrese, 2003; Fox, 2003).
Sus funciones estan reguladas por hormonas, donde la secrecion de la hormona
estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH,
por sus siglas en inglés), mediada por la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH, por sus siglas en inglés), estimula la esteroidogénesis de las células de la
teca interna y de la granulosa del ovario ademéas de la maduracién folicular, con la

consecuente liberacion del ovocito (Yen, 2001).

Los ovarios de la rata reciben informacion neural simpética a través del Nervio
Ovérico Superior y el Plexo Ovérico, y parasimpatica y sensorial por medio del
Nervio vago que modula la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas (Burden,
1985; Gerendai et al., 1998, 2000; Lawrence y Burden 1980).

En los primeros estudios llevados a cabo para conocer el papel del Nervio
vago sobre las funciones ovéricas, se realizaron vagotomias bilaterales en los dias
del Proestro o Estro y se encontré que la vagotomia abdominal altera la longitud del
ciclo estral; ya que prolonga la etapa de diestro (10-12 dias) y previene la induccién
de pseudo-prefiez (Burden y Lawrence, 1981).
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Posteriormente, Allen et al. (1985), mostraron que el Nervio vago participa en
la regulacion de la liberacion de LH, asi como en la capacidad de respuesta a las
gonadotropinas por parte de los ovarios.

Trkulja y Lackovic (2001) mostraron que en ratas adultas, la informacion vagal
tiene influencia sobre el crecimiento compensatorio del ovario solo durante un corto

periodo posterior a la ovariectomia unilateral (menos de 4.5 h).

Y posteriormente, Alanis (2009), Bonilla (2010), Rodriguez (2009) y Guzman
(2011) mostraron que la inervacion parasimpatica y sensorial proporcionada por el
Nervio vago a las 13:00 h modula las funciones del ovario en funcion de la etapa del

ciclo estral en que se realiza el tratamiento.

Aunado a ello, en la regulacion de la secrecidbn hormonal y neural existen
diferencias vinculadas con la hora del dia (ritmo circadico). Los ritmos circadicos son
el resultado de las funciones de un oscilador molecular o "reloj maestro” localizado
en neuronas del ndcleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo. Las sefales
temporales derivadas del mismo actian directamente sobre las células
neurosecretoras, el sistema nervioso autonomo y los genes reloj controladores, lo
gue genera un ritmo de expresion génica (aproximadamente de 24 horas) (Lance et
al., 2006).

Asi, Zarate (2011) evidencié que a los animales que se les realiz6 la seccion
del Nervio vago izquierdo en el dia del Proestro se presentd alteracion de la
ovulacion, solo cuando la cirugia se realizé a las 9:00 h, y no en otros horarios de la
misma etapa, ya que resulté en menor tasa de animales ovulantes, los que liberaron

un menor nimero de ovocitos.
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Hasta el momento no se ha analizado si el Nervio vago izquierdo o derecho en
los dias del diestro a las 09:00 h manifiestan lateralizacion y asimetria funcionales y
Si su participacion sobre la ovulacion depende de la etapa, el nervio u ovario in situ.
Por ello, el analisis experimental de este problema se realiz6 mediante el estudio de
los efectos agudos de la seccion unilateral o bilateral del Nervio Vago en la rata
adulta intacta o con ovariectomia unilateral a las 09:00 h en los dias del Diestro-1 o
Diestro-2 sobre la ovulacion y la masa corporal, de los ovarios, del Gtero y de las
adrenales evaluados en el dia del estro vaginal posterior a la cirugia.
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MARCO TEORICO

OVARIOS

Los ovarios son glandulas con funcion enddcrina y exocrina, ya que secretan
hormonas esteroides (como progesterona, androgenos y estrogenos) y hormonas
proteicas (como la inhibina a, inhibina B, activina, activina a, activina  y folistatina)
hacia la sangre, y liberan gametos (6vulos) que envian hacia el sistema reproductor a
fin de proveer el material genético y los nutrientes necesarios para el desarrollo del
embrion (Burden et al., 1983; Fox, 2003; Freeman, 2006; Ruiz, 1988; Yao y Bahr,
1999).

Localizacion

Los ovarios de la rata se localizan situados cerca de los rifiones a lo largo del
musculo lateral rodeados de tejido adiposo (Peluffo, 2002).

Irrigacion

Los ovarios estan muy vascularizados. La arteria ovarica que nace de la aorta
abdominal alcanza el ovario junto con el mesovario. Ramas de la arteria ovarica
entran en el ovario por el hilio, el mismo lugar por el que sale la sangre venosa (Yao
y Bahr, 1999).

Anatomia de los ovarios
El corte perpendicular de un ovario muestra tres regiones bien diferenciadas:
A. La médula que se localiza en la parte central o interna del estroma del ovario,
es mas pequefia que la corteza y esta formada por tejido conjuntivo laxo con

fibras elasticas, algunas fibras musculares lisas y numerosos vasos arteriales

y venosos de los que se originan pequefias ramas que se dirigen hacia la
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corteza; por lo que también es llamada zona vasculosa (Figura 1) (Fawcett,
1995; Ross, 2007).

B. La corteza es la parte mas externa del ovario y contiene los foliculos en
diferentes etapas de crecimiento y maduracion embebidos en el estroma. Esta
tapizada por el epitelio germinal escamoso o cubico que se apoya en la tunica
albuginea, una capa de tejido conectivo denso que da al ovario su color (Yao
y Bahr 1999), y que se encuentra presente en seres humanos pero, esta
ausente en los roedores (Crisp, 1992). El estroma esta compuesto de al
menos cuatro tipos celulares diferentes: células de tejido conectivo
(fibroblastos) con funciones de soporte, células del musculo liso que regulan
las contracciones de los foliculos, células intersticiales que incluyen células de
la teca y células foliculares que provienen de foliculos atrésicos asi como de
los cuerpos lateos en regresion. El limite entre la médula y la corteza no es
nitido (Figura 1) (Yao y Bahr, 1999).

C. El hilio es el punto de entrada y salida de los vasos sanguineos, linfaticos y

nervios (Figura 1) (Tresguerres, 2003).

Desarrollo folicular

El foliculo ovarico es la unidad anatomica funcional del ovario, a partir de la cual se
originan los tres compartimientos funcionales de la génada: folicular, luteal e
intersticial; en su evolucién el compartimiento folicular da origen a los otros dos

(Dominguez et al., 1991).

La Foliculogénesis es el proceso por el que un determinado numero de
foliculos abandona su estado de quiescencia para llevar a cabo su crecimiento y
diferenciacion, y que, en sus inicios, es un proceso independiente de las

gonadotropinas (Bellver y Requena, 2009). Este proceso permite obtener un foliculo
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preovulatorio a partir de foliculos primordiales y tiene su comienzo en la vida fetal;

durante la cual se constituye la reserva de foliculos primordiales (Palma, 2001).

CUMULUS O0OPHORUS TEJIDO INTERSTICIAL

FOLiCULO

CUERPO ATRESICO
ALBICANS

CORONA
RADIADA
FOLICULO
TERCIARIO
; RUPTURA
TUNICA DEL
ALBUGINEA “ FoLicuLo
-MEDULA
FOLICULO EN
DESARROLLO
% A EPITELID
CAPA 0~ GermmaL
TECAL
FoLicuLo
CUERPO
SECUNMDARIO LiTED

CUERPO LUTEO
= El REGRECION

Bt~
FOLICULOS PRIMARIOS
Figura 1: Esquema del ovario de los mamiferos donde se observan las 3 regiones que
lo conforman (hilio, corteza y médula) y los foliculos en diferentes estadios de
desarrollo y diferenciacion (Tomado de Freeman, 2006).
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En la rata, el comienzo de la foliculogénesis tiene lugar poco después del nacimiento
(Funkenstein et al., 1980; Lamprecht et al., 1973; Rajah y Hirshfield, 1991; Rajah et
al., 1992; Sokka y Huhtaniemi, 1990). Malamed et al. (1992), mostraron que durante
las primeras 24 horas de vida postnatal de la rata se observan muy pocos foliculos
primordiales, sin embargo, doce horas mas tarde habia alrededor de 500 foliculos
por ovario; una cifra que se duplico con creces a cerca de 1.300 durante las
posteriores de 12 horas, lo que indica que un periodo explosivo de diferenciacion
folicular se produce entre el final de los dias 1 y 2 después del parto. La microscopia
electronica revelé que antes del nacimiento los ovarios ya estan inervados por fibras
que contienen vesiculas claras y denso ndcleo. Los resultados con
inmunohistoquimica realizada en la etapa en la fetal (dia 19) o en el recién nacido
(menos de 15 horas después del nacimiento), mostraron la presencia de nervios
catecolaminérgicos en los ovarios, identificados por su contenido de tirosina
hidroxilasa inmunorreactiva (TH), la enzima limitante en la biosintesis de
catecolaminas. Aunque algunas de estas fibras inervan los vasos sanguineos, otros
estan asociados con células de los foliculos primordiales, lo que sugiere su

participacion en funciones no vasculares.

El ovario en desarrollo queda sometido a influencias neurogénicas antes de
gue adquiera la capacidad de respuesta a las gonadotropinas. Mayerhofer et al.,
1997, mostraron que el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y la noradrenalina (NA),
dos neurotransimores que llegan a los ovarios, acoplados al sistema de generacion
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), contribuyen al proceso de diferenciacion
por el cual los foliculos primarios recién formados empiezan a adquirir receptores a

FSH y su capacidad de respuesta a la misma.

El crecimiento del foliculo dura 19 dias, desde que pasa del estado de reposo
hasta que culmina con la ovulacion y durante este tiempo esta expuesto por lo
menos a cuatro concentraciones plasmaticas de gonadotropinas preovulatorias. La
regulacion del crecimiento y diferenciacion folicular parecen depender

fundamentalmente de las condiciones internas de cada ovario mas que de la
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concentracion plasmatica de las gonadotropinas. De este modo, las activinas y la
cantidad de terminaciones nerviosas alrededor del foliculo parecen ser la clave en la
seleccion y el mantenimiento de los foliculos que entran al proceso de crecimiento y

diferenciacion (Dominguez et al., 1991).

En los roedores, la maxima secrecion de FSH que se presenta en la tarde del
Proestro y la madrugada del Estro, selecciona de manera definitiva los foliculos que
van a crecer hasta alcanzar la etapa preovulatoria en el proximo ciclo. La maxima
secrecion de LH que se produce en la tarde del Proestro, ademas de inducir la
ovulacion, provoca cambios sustanciales en aquellos foliculos preovulatorios, o con
antro muy desarrollado, que resulta en la atresia de los mismos en el dia del Estro y
el Diestro-1. La seleccién de los foliculos inducida por la FSH se hace a partir de los
foliculos pequefos con antro presentes en el Diestro-1. Los foliculos que alcanzaran
la etapa preovulatoria, son mas activos en su capacidad de secrecion hormonal,

principalmente de estrogenos (Dominguez et al., 1991).

El ovario de la rata tiene un numero definido de foliculos primordiales (Figura
2) que contienen un pequefio ovocito de aproximadamente 20 um de diametro y que
a lo largo de su desarrollo incrementa de tamafio hasta alcanzar de 70-80 um; sin
incluir a la zona pelucida (Daniel et al., 1989). Luego de comenzada la meiosis, los
ovocitos son rodeados por células foliculares como una capsula uniforme de epitelio
folicular y se produce la detencion de la misma en el estadio de diploteno, profase I,
ovocito I, denominado estado dictiatico. El ovocito se mantiene en esta etapa hasta
que es seleccionado para su maduracion en la etapa del Proestro del ciclo estral de

la rata adulta (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006).
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Figura 2: a) Microfotografia del ovario de rata neonatal donde se observan los foliculos
primordiales y b) sus caracteristicas (Modificada de Latini et al., 2010; Ross, 2007).

En el foliculo primario, las células foliculares que rodean al ovocito son de forma
cubica y proliferan rapidamente. Al mismo tiempo, el ovocito aumenta de tamafio y
culmina su crecimiento una vez que da inicio la formacion del antro folicular (Vitt et
al., 2000). Se reconocen dos subestadios: foliculo primario (ovocito primario, que
empieza a producir glucoproteinas en la zona pelicida y se rodea por una sola capa
de células foliculares cubicas) y foliculo primario con mudultiples capas (ovocito
primario rodeado de varias capas de células foliculares) (Figura 3) (Kierszenbaum,
2008). Por otro lado, las células de la teca, aun cuando no son reconocibles en
cortes histolégicos, al igual que en el foliculo primordial, comienzan su formacién y
constituyen una ligera capa que incrementa en numero a lo largo del desarrollo
folicular (Hirshfield, 1991).
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Figura 3: Microfotografia del ovario de rata neonatal donde se observan el foliculo
primario y el foliculo primario con multiples capas (Modificada de Latini et al., 2010;
Ross, 2007).

El epitelio columnar simple se multiplica por mitosis para constituir una estratificacion
del epitelio folicular cubico (Dominguez et al., 1991). En esta etapa, las células

epiteliales son claramente reconocidas como células de la granulosa, mientras que
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los foliculos se identifican como foliculos pre-antrales. ElI engrosamiento de la capa
de las células de la granulosa es estimulado por la hormona estimulante del foliculo

(FSH, por sus siglas en inglés) (Fawcett, 1995; Palma, 2001).

Los receptores a la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés)
aparecen en el Diestro-1, aumentan en la tarde del Diestro-2 y alcanzan su maximo
antes de la brusca elevacion sanguinea de LH, y no a consecuencia de ésta. En la
tarde del Diestro-2 y la mafana del Proestro, en las células de la granulosa aparecen
receptores a prolactina (PRL), cuya sintesis es estimulada por las gonadotropinas
(FSH y LH) y la propia PRL (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006).

Aungue la actividad aromatasa incrementa significativamente en el dia 7 de
edad de la rata, la produccion de estrogenos ovarico esta limitada por la baja
produccion de progesterona y testosterona hasta el dia 12 de edad. La actividad de
aromatasa incrementada en el dia 7 y la produccién de andrégenos en el dia 12
coinciden con la primera aparicion de las células de la granulosa y de la teca,
respectivamente. Estos cambios morfoldgicos y funcionales no estan asociados con
alteraciones significativas en la masa ovarica o en las concentraciones de LH o FSH

en suero (Carson y Smith, 1986).

La aparicion de las tecas se asocia con la adquisicion de la vascularizacion en
el foliculo y de arteriolas que terminan en una red de capilares adyacente a la
membrana basal. También aparecen, al mismo tiempo, vasos linfaticos. A medida
que se forman los capilares, las células teco-intersticiales comienzan su
diferenciacion con la adquisicion de receptores a LH y la capacidad de biosintesis de
esteroides (Yen et al.,, 2001). Ademas de los receptores a LH, las células teco-
intersticiales, también cuentan con receptores a la PRL, a la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), a la NA, a la hormona liberadora de las gonadotropinas

(GnRH, por sus siglas en inglés) y a los estrogenos (Dominguez et al., 1991).
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La teca se divide en teca interna y teca externa. Las células de la teca interna
proliferan cuando el ovocito se ha desarrollado completamente y el foliculo ha
adquirido 2 o 3 capas de células de la granulosa. Esta capa, al acercarse el Proestro,
asume forma poligonal con citoplasma vacuolado y nucleo vesicular y es considerada
uno de los principales sitios de produccion de estrogenos durante el ciclo estral. Por
Su parte, la teca externa se forma a medida que el foliculo se expande y comprime el
estroma circundante, conserva la configuracion ahusada y contiene tejido contractil

gue juega un papel en la ovulacion (Freeman, 2006; Yen et al., 2001).

El ovario de la rata neonatal esta desprovisto de foliculos antrales (Figura 4)
hasta el dia 12 de vida (Carson y Smith, 1986). El ovocito aumenta todavia mas de
tamafio y las células de la granulosa que lo rodean proliferan, lo que hace que
aumente el didmetro del foliculo. Cuando se han formado de siete a ocho estratos de
células de la granulosa alrededor del ovocito, los foliculos se transforman en foliculos
maduros que tienen multiples espacios llenos de liquido intracelular. Estos espacios
se agrandan y se unen finalmente en una sola cavidad mas grande llamada antro, en
el cual comienza a observarse la presencia de licor folicular que contiene proteinas,
polipéptidos, FSH, LH, PRL, estrogenos, progesterona, activinas y NA, cuyas
concentraciones varian a lo largo del ciclo estral (Dominguez et al., 1991; Fawcett,
1995).

Las células de la granulosa junto con el ovocito, que una vez ocupé el centro
del foliculo secundario, se coloca en posicidn excéntrica y forman un conjunto
llamado cumulus oophorus. Las células de la granulosa que rodean el ovocito forman
un anillo conocido como corona radiada. El licor folicular aumenta en volumen

conforme la ovulacion se aproxima (Figura 5) (Freeman, 2006).

12
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Figura 4: Caracteristicas del foliculo
antral (Tomada de Ross, 2007).
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La maduracion del ovocito | y su transformacién en ovocito Il es estimulada por la LH

y la GnRH, sin embargo, estas hormonas no actian de manera directa ya que, como

se dijo anteriormente, el ovocito carece de receptores a ellas. Debido a esta

circunstancia, la prostaglandina E, (PGE), actia como mediadora en la transmision

del mensaje que la LH y GnRH producen sobre el ovocito. Asi, se bloquea la

formacion de AMPc que inhibe la maduracién del ovocito, lo que resulta una division

de reduccién, en la que el nUmero de cromosomas se reduce de los diploides (n=42)

al nimero haploide (n=21). Una vez que el ovocito adquiere esta configuracion es

liberado, y permanece asi hasta que se une con el espermatozoide en el momento

de la fecundacion y se lleva a cabo la segunda division meiotica (Dominguez et al.,

1991; Freeman, 2006).
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Figura 5. Caracteristicas del foliculo preovulatorio (Tomada de Kierszenbaum, 2008).

En el ovocito del foliculo preovulatorio, la pérdida de la vesicula germinal, del
nucléolo y el engrosamiento del cromosoma indican el reinicio de la division celular.
Este proceso ocurre alrededor de las 17:00-18:00 h del Proestro o aproximadamente
dos horas después de que se ha producido la secrecion preovulatoria de LH, y la
culminacién de la primera divisidbn celular meidtica ocurre aproximadamente seis

horas después de dicha secreciéon de LH (Dominguez et al., 1991; Freeman, 2006).

En caso de no existir fecundacion, el ovocito en reposo sufre un proceso
natural de degeneracién llamado atresia folicular, mientras tanto, un nuevo grupo de
foliculos primordiales comienza su maduracion (Freeman, 2006; Palma, 2001). Se
ha mostrado que el nimero de foliculos en cualquier etapa de crecimiento es regido
por tres aspectos 1) la tasa de foliculos en reposo que inician su etapa de
crecimiento, 2) la tasa de crecimiento de los foliculos y 3) la tasa de pérdida de
foliculos a través de la atresia (Hirshfield y Midgley, 1978).
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Atresia folicular

La atresia folicular es un evento fisioldgico que involucra la pérdida o eliminacion de
la mayoria de los ovocitos antes de completar su maduracién y llegar a la ovulacion
(Rosado et al., 1991). En la rata, el nimero de ovocitos por ovario disminuye de

18000 a 5500 en las tres primeras semanas de vida (Villavicencio, 1991).

La regulacion del desarrollo folicular y atresia es un proceso complejo que
depende de las interacciones entre los factores endocrinos (gonadotropinas) y los
reguladores intraovaricos (esteroides sexuales, factores de crecimiento y citoquinas)
en el control del destino de las células foliculares; es decir, proliferacion,
diferenciacion y muerte celular programada (Asselin et al., 2000).

Presenta dos patrones principales que la identifican: 1) las primeras
generaciones de células de la granulosa se desarrollan mucho mas despacio que en
las primeras etapas de desarrollo folicular y 2) la mayoria de los foliculos se
convierten en atrésicos durante la octava o novena generacion de células de la
granulosa, lo que sugiere que el crecimiento y desarrollo folicular pueden ocurrir
normalmente en presencia de concentraciones basales de gonadotropinas,
hormonas metabdlicas y factores de crecimiento, de tal manera, que Unicamente los
foliculos que son expuestos a sefiales adicionales especificas pueden continuar

hasta la décima generacion y ovular (Hirshfield, 1991).

Aparentemente, la atresia inicia con la muerte de las células de la granulosa,
mientras que la degeneracién de los ovocitos se produce durante las Ultimas etapas

de atresia (Alonso et al., 2003).

Los signos histologicos caracteristicos son: pérdida de la capacidad de
sintetizar progesterona, estrogenos y posiblemente también andrégenos (Ryan,
1981), alteracion de la zona pellcida, detencion del proceso mitético de las células
de la granulosa y disminucion del indice de figuras mitoticas, separacion de las

células de la granulosa; algunas de éstas células aparecen en la cavidad antral
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(descamacién) o son fagocitadas, alteraciones del ovocito (ausencia o cambio en la
forma de la membrana nuclear o fragmentacion del ovocito), disminucién del riego

sanguineo y aparicion de signos de luteinizacion (Villavicencio, 1991).

Desde un punto de vista bioquimico, es posible observar encogimiento
celular, fragmentacion del ADN, disminucién en la sintesis y expresion del ARNm que
codifica para las aromatasas, y pérdida de receptores a las gonadotropinas. Ademas,
en el estudio histolégico se observan ndcleos picnéticos y fragmentacion nuclear en
las células de la granulosa y del complejo cumulo-ovocito, y en algunos casos

hipertrofia de las células de la teca (Sharma, 2000).

El primer cambio reconocible en la rata es la aparicion de los nucleos
picnéticos en las células de la granulosa que estan mas cerca del antro folicular y las
células externas de la corona radiada de los foliculos pre-antrales. El proceso
comienza con la contraccion del nucleo y la condensacién de la cromatina de las
células de la granulosa (picnosis). Ademas, el nucleo de las células de la granulosa
puede romperse y se desintegra la cromatina (cariorrexis). Estos fragmentos
nucleares y células picnéticas tienden a desprenderse vy flotar en el licor folicular; tal
desprendimiento resulta en la contraccidén de la granulosa, del cmulus oophorus y
el alisado de las superficies del antro; un proceso que permite que el 6vulo entre
finalmente al liquido folicular. Estas células de la granulosa junto con la zona
pelicida degeneran por completo, lo que es seguido inmediatamente por la

degeneracion del ovocito (Freeman, 2006).

Se han descrito dos vias principales de muerte celular fisiolégica: un proceso
pasivo que conduce a la necrosis y un programa activo, denominado apoptosis. La
apoptosis se puede dar tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas y la
necrosis no ocurre bajo condiciones fisiologicas, es decir, la apoptosis, programada
genéticamente, es parte esencial de procesos de desarrollo embrionario y también

es vital para la conservacion de la homeostasis tisular (Flores et al., 2005).
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Estudios recientes indican que la apoptosis ocurre en el ovario durante la
atresia folicular en varias especies animales, incluyendo la rata, cerdo, pollo, babuino

y conejo (Palumbo y Yeh, 1994).

La via de muerte celular que tenga lugar durante la atresia depende del
estado de energia metabdlica o de la produccion de condiciones hipdxicas
relacionadas con el tamafo folicular. Asi, el potencial de transformacion en la
membrana mitocondrial es el cambio principal que se encuentra en foliculos
pequefios, mientras que la desestabilizacién de la funcién lisosomal es la principal
causa de muerte de las células de la granulosa durante la atresia en foliculos

grandes (Alonso et al., 2003).

La apoptosis se considera como antagonista de la mitosis en la regulaciéon de
la homeostasis en el tejido (Collins y Rivas, 1993). Diversas evidencias
experimentales, donde se ha utilizado como modelo de estudio la rata, han permitido
postular a los autores que algunas hormonas y factores de crecimiento pueden
ayudar a los foliculos a escapar de la atresia, en tanto que otros, llamados factores
atretogénicos son capaces de inducirla. Asi, se ha sugerido que las gonadotropinas,
el factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus siglas en inglés), el factor de
crecimiento transformante a (TGFa, por sus siglas en inglés), el factor de crecimiento
de fibroblastos béasico (bFGF, por sus siglas en inglés) y el factor de crecimiento
semejante a la insulina | (IGF-I, por sus siglas en inglés) son supresores de la
fragmentacibn de ADN. Entre los factores atretogénicos se encuentran los
androgenos, la interleucina 6 (IL-6) y la GnRH ovarica (Billing et al., 1994; Chung et
al., 1994: Hsueh et al., 1994).

Ovulacién

El proceso mediante el cual se rompe el foliculo y se libera el ovocito se llama
ovulacion. Se define también como una complicada cascada de eventos moleculares

que se inicia cuando la LH se une a sus receptores localizados en la membrana de
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las células de la granulosa, asi como, en las células de la teca interna de los foliculos

ovaricos maduros (Freeman, 2006).

El proceso ovulatorio en la rata comienza cuando los foliculos se abultan en la
superficie del ovario y brotan prominentes y altamente vascularizados. Minutos
después y por estimulacion de las gonadotropinas, la macula pelicida o estigma
forma el apice del foliculo preovulatorio; la presencia de la macula peltcida dura
alrededor de 5 minutos 0 menos. Més all4 de la periferia de la mécula se forma un

anillo de vasos sanguineos dilatados (Fawcett, 1995; Freeman, 2006).

Conforme la ruptura folicular se acerca, las células epiteliales de la superficie
germinal que cubren el estigma se fragmentan en pequefios grupos. El estroma
subyacente se adelgaza y se forma una bolsa delicada que puede ser una ampolla
de liquido folicular viscoso. La extrusion de la masa de células del cumulo y el
ovocito toma de 11 segundos a 12 minutos y 40 segundos aproximadamente. Una
vez que el évulo es expulsado, ocurre una gran descarga de liquido folicular
(Fawcett, 1995; Freeman, 2006).

En la mayoria de los casos, la masa de células del camulus oophorus y los
ovocitos no se encuentran junto a la ruptura del estigma. Bajo estas circunstancias,
el liquido folicular sale a través de estallidos, como si estuviera bajo presion y es
entonces cuando esta masa de células del cumulus oophorus y el ovocito seran
expulsados posteriormente en un chorro; trayecto durante el cual ambos encuentran
su camino hasta las fimbrias ciliadas del oviducto. El liquido que rodea
inmediatamente al ovocito parece viscoso, mientras el que sigue es muy fluido. Todo

el proceso de ovulacién se completa en 1,5 horas (Fawcett, 1995; Freeman, 2006).

Las fimbrias del oviducto estan estrechamente aplicadas a la superficie
ovarica en el momento de la ovulacion. Sus movimientos activos y las corrientes
producidas en la lamina liquida superficial por los cilios de las células epiteliales

tubéricas son responsables de la captacion del ovocito en el extremo abierto del
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oviducto. El foliculo roto se transforma rdpidamente en un cuerpo luteo (Fawcett,
1995).

Cuerpo luteo

Después de la ruptura folicular, los capilares y los fibroblastos del estroma
circundante proliferan y penetran la membrana basal. Simultdneamente, las células
de la granulosa sufren cambios morfolégicos colectivamente conocidos como
luteinizacion. Estas células tienen uniones de hendidura que forman parte de la
magquinaria que facilita la comunicacion entre las células Iuteas, con la conexina-43
identificada como la proteina presente en esas uniones de hendidura luteinica
(Figura 6). Un aspecto destacable de este evento fisioldgico es que la penetracion de
la membrana basal folicular por vasos sanguineos proveen de colesterol a las células
de la granulosa foliculares, lo cual sirve como sustrato para la produccién de

progesterona por el cuerpo luteo (Yen et al., 2001).

El cuerpo lateo se considera como la continuacion de la maduracion folicular,
ya que las células luteas derivan de las células de la teca interna y de la granulosa.
Por este motivo, la funcion de esta glandula se ha asociado con el ambiente
hormonal en el cual se desarroll6 el foliculo ovulatorio (Garverick et al., 1992;
Wiltbank y Niswender, 1992).
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Figura 6: El cuerpo lateo esta formado por células grandes, claras, procedentes de las
células de la granulosa. Entre ellas se introducen tabiques conjuntivos, en cuyo
interior hay otras células redondas, pequefias, procedentes de la teca (sefialados por
las flechas) (Tomada de Botella, 1995).

Durante el ciclo estral de la rata, tres 0 mas generaciones de cuerpos luteos pueden
estar presentes en el ovario. Pueden distinguirse en relacibn con su tamafio,

vascularizacion y caracteristicas de tincion (Freeman, 2006; Yen et al., 2001).

En la etapa del Diestro-1, el cuerpo recién formado alcanza su maximo
tamafio que se mantiene a lo largo del Diestro-2 del ciclo siguiente. En el Diestro-2
de ese segundo ciclo, el cuerpo luteo entra bruscamente en regresién, lo que
coincide con el cierre de los vasos sanguineos, la aparicion de éareas de
degeneracion, la infiltracion de leucocitos, el aumento en el contenido de 20-a
hidroxiesteroide deshidrogenasa y el aumento en el contenido de colesterol
(Freeman, 2006).

Los cuerpos lateos que se encuentran presentes en animales sin aparearse se
consideran cuerpos luteos “no funcionales”, debido a que no segretan suficiente
progesterona para tolerar respuestas quimicas o mecanicas del endometrio al

momento de implantarse el blastocisto, por lo que dada la ausencia de células
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luteotropas, se secretan grandes cantidades de otra progestina, que es un metabolito

de la progesterona; la 20a-hidroxiprogesterona (Freeman, 2006).

Ahora bien, si el animal se aparea y queda prefiado o si el cuello uterino recibe
algun estimulo, ya sea natural (macho infértil) o artificial, la adenohipofisis secreta
cantidades suficientes de una "luteotropina”, PRL, para rescatar el cuerpo lateo y
permitirle seguir presente durante varios dias mas. Si el apareamiento es fértil, la
fase latea persiste todo el periodo de prefiez, es decir, de 20 a 22 dias. En caso
contrario, si el macho resulta infértil o si el estimulo es artificial, el cuerpo luteo
perdura alrededor de 12 o 14 dias; a este periodo se le da el nombre de
“pseudoprefiez” (Freeman, 2006). La desaparicion del cuerpo liteo se caracteriza
por disminucion en la sintesis de progesterona (Waddell et al., 1989) y aumento en la

muerte celular por apoptosis (Bruce et al., 2001).

La esteroidogénesis lutea es estimulada por la LH y es regulada tanto por la
disponibilidad de colesterol en la cadena lateral de la enzima de degradacion
(citocromo P450scc), como por la tasa de conversion del colesterol a pregnenolona
por esta misma enzima (Carlson et al., 1995).

Durante la prefiez la sintesis de progesterona total (progesterona y 20a-
hidroxiprogesterona (20a-OHP) disminuye su valor del dia 16 hasta la mafana del
dia 22; antes de ocurrir un nuevo aumento por la tarde de ese mismo dia (Waddell et
al., 1989). Se ha demostrado que la produccion total de progestina en las ratas es
un producto de la disminucion de la sintesis de la progesterona (Uchida et al., 1970)

y aumento de la sintesis de 20a-hidroxiprogesterona (Waddell et al., 1989).
HORMONAS OVARICAS
En las células de la granulosa y células luteales se sintetizan péptidos conocidos

como inhibinas, activinas y folistatina, que tienen diversas funciones en el tracto

reproductivo y son importantes porque el éxito del desarrollo folicular, la ovulacion,
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fertilizacion, y eventualmente el desarrollo embrionario, dependen del correcto

funcionamiento del hipotalamo, hipofisis y el tracto reproductivo (Yao y Bahr, 1999).

Las inhibinas constituyen una familia de proteinas diméricas formadas por una
subunidad a ligada a una de dos subunidades B, Ba 0 Bg, para dar las principales
especies, las inhibinas A y B (Yen et al.,, 2001). Son hormonas glicoproteinicas
heterodiméricas que se producen principalmente en las células de la granulosa y la
placenta y cuya funcion consiste en suprimir la secrecion de la FSH. En el foliculo,
la FSH estimula las células de la granulosa para inducir la secrecion de inhibina. Esta
estimulacién es disminuida por la GnRH y el EGF, mientras que es aumentada por el
IGF-I. La secrecion de inhibina B aumenta en forma sostenida durante la fase
folicular, y alcanza un aumento simultaneo con el de LH; esto ayuda a frenar la
secrecion de FSH y asegurar la dominancia del foliculo. La cantidad de inhibina a
secretada después de la ovulacion es mayor que la de la fase folicular. En el ovario
suprime la sintesis de androgenos dependiente de gonadotropinas (Cabero et al.,
2010; Kronenberg et al., 2009).

Las activinas son hormonas homodiméricas o heterodiméricas que promueven
la replicaciéon del ADN de las células de la granulosa y su proliferacion en los
foliculos de la rata (Cabero et al., 2010; Kronenberg et al., 2009). Esto es elemental,
ya que podria explicar como un foliculo preantral tardio evoluciona a un foliculo antral
juvenil a partir de una gonadotropina independiente a una gonadotropina

dependiente del estado de desarrollo (Muttukrishna et al., 2004).

Las activinas estimulan la secrecion de FSH y aumentan su union a las células
de la granulosa e incrementan el estimulo para la aromatizacion y secrecion de
inhibina. Antes de la ovulacién, la activina suprime la produccion de progesterona en
la granulosa, lo que impide la luteinizacion precoz. También incrementa la accion de

la FSH para inducir los receptores de LH en la granulosa (Cabero et al., 2010).
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Las activinas no tienen efecto alguno sobre la LH. Se encuentran presentes
en el liquido folicular, en medios de cultivo de células de la granulosa Yy extracto
testicular de rata (Rojas, 1992; Yen et al., 2001).

Por su parte, la folistatina actia como proteina fijadora de las activinas,
ademas de tener la capacidad de fijarse a las glucoproteinas de la superficie celular y
participar en el proceso de union de la activina a sus receptores. Es producida
localmente en los tejidos que también producen las activinas y, por lo tanto, parece
probable que muestre papeles moduladores cruciales en las acciones de las
activinas (Yen y Jaffe, 2001).

La folistatina tiene una estructura similar a la del EGF. Posee una débil accion
similar a la inhibina, frenando la liberacién de FSH (Cabero et al., 2010; Kronenberg
et al., 2009). En la rata, las células indiferenciadas de la granulosa presentan menor
cantidad de folistatina en comparacion con las células de foliculos mas desarrollados,
lo que sugiere que la presencia de un relativo exceso de activina-a libre que es

biol6gicamente activa (Muttukrishna et al., 2004).

En las distintas glandulas endocrinas (adrenales, ovarios, testiculos, placenta)
se encuentra el equipo enzimético necesario para la sintesis de los esteroides
hormonales a partir del acetato pasando por el colesterol (C 27). El nlcleo béasico de
los esteroides son cuatro anillos aromaticos, tres ciclos hexanos y un ciclo pentano;
molécula conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 7). Sobre este
ndcleo se agregan cadenas laterales que determinan las distintas clases de
esteroides (Pedernera, 1993).

Figura 7: La molécula conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno (Tomada de
O’Malley y Srtott 2001).
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Las células esteroidogénicas obtienen el colesterol a partir de tres fuentes: 1) la
sangre, 2) el colesterol almacenado como ésteres en las inclusiones de lipidos del
citoplasma y 3) por sintesis “de novo” a partir de acetato (Pedernera, 1993). Las
hormonas esteroides actlan sobre aquellas células que poseen receptores
especificos para cada una de las hormonas. Los receptores de las hormonas
esteroides se encuentran en el citoplasma, nucleo y en la membrana plasmatica cuya
estimulacién resulta en la sintesis de proteinas estructurales o de exportacion
(Dominguez, 1997).

De acuerdo con su actividad bioldgica, las hormonas esteroides se clasifican

en progestinas, andrégenos y estrogenos:

Progestinas

La biotransformacion de colesterol a progesterona implica 3 cambios estructurales en
la molécula: pérdida de un fragmento de 6 atomos de carbono de la cadena lateral en
el C-17, oxidacién del grupo alcohol en el C-3 y migracion del doble enlace del anillo
B al anillo A (Figura 8). La conversién colesterol-progesterona a nivel mitocondrial es
selectivamente activada mediante hormonas tréficas de naturaleza peptidica: LH en
ovario, hormona coriénica humana (hCG) en placenta y hormona
adrenocorticotropica (ACTH) en corteza adrenal. La formacién de progesterona a
partir de pregnenolona requiere al inicio la deshidrogenacion del grupo alcohdlico ()
en el C-3, formandose la 5-pregneno-3,20 diona. Subsecuentemente, por medio de
un proceso de isomerizacién de este compuesto, que implica la migracién del doble
enlace 5-6 a la posicidn 4-5, se forma la progesterona. Estos 2 procesos se catalizan
mediante 2 enzimas de localizacion microsdmica muy estrechamente relacionadas
entre si que son, la A5 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa dependiente de NADPH y
la V3 cetoesteroide A4-A5-isomerasa (Hicks, 2006).
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Las progestinas reducen la actividad proliferativa de los estrégenos sobre el
epitelio vaginal y convierten el epitelio uterino de proliferativo a secretor,
preparandolo para la implantacion del 6vulo fecundado. Ademas, reducen el flujo
sanguineo periférico lo que disminuye la pérdida de calor de modo que la
temperatura corporal tiende a aumentar durante la fase lutea del ciclo (Murray, 1994).
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Figura 8: Transformacién del colesterol en progesterona (Tomada de Campbell, 2006).

Andrdégenos

La pregnenolona y la progesterona son convertidas en dehidroepiandrosterona
(DHEA) y androstenediona, respectivamente. Estos metabolitos son transformados
en testosterona. Las células teco-intersticiales de los foliculos son la fuente principal
de andrégenos ovaricos. En el sistema nervioso central (SNC), algunas células
poseen el complejo enzimatico de aromatizacion, por lo que convierte a los

androgenos en estrogenos (Dominguez, 1997; Yao y Bahr, 1999).
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Estrégenos

La biosintesis de estrégenos se realiza a partir de acetato, utilizando el colesterol,
androstendiona y testosterona como intermediarios obligatorios. A partir de los
androgenos, la biosintesis de estrogenos se lleva a cabo a través de una secuencia
de reacciones enzimaticas, genéricamente conocida como proceso de aromatizacion,
que implica la transformacion del anillo A neutro de los andrégenos en el anillo

aromatico (fendlico) de los estrogenos.

En todas las especies de animales estudiadas, el foliculo ovéarico es el
sustrato anatdmico mas importante de la sintesis de 17B-estradiol, que es el
estrdgeno que presenta mayor potencia biolégica. La biotransformacion de los
androgenos a estrégenos (aromatizacion) requiere tres oxidaciones consecutivas,
cada una de las cuales consume un mol de oxigeno y un mol de NADHP. Este
proceso que se inicia con la hidroxilacion enzimatica en el carbono-19, constituye el
paso limitante y se cataliza por medio de la 19-esteroidehidroxilasa de localizacion
microsdmica. A continuacion se introduce un segundo grupo hidroxilo, con la
consecuente eliminacion estereoespecifica de un atomo de hidrogeno (19-pro R), y
por la pérdida de una molécula de agua, el diol formado se transforma en un 19-
aldehido. Finalmente, el anillo A es aromatizado con la subsecuente remocion del

carbono 19, que se elimina como &cido férmico (Figura 9) (Hicks, 2006).

Los estrogenos estimulan el desarrollo de los tejidos que intervienen en la
reproduccion. En general, estas hormonas aumentan el tamafio y nimero de células
al incrementar la velocidad de la sintesis de proteinas, RNAr (Acido ribonucléico
ribosomal), RNAt (Acido ribonucléico de tranferencia)) RNAm (Acido ribonucléico
mensajero), y DNA (Acido desoxirribonucléico). Bajo el estimulo estrogénico, el
epitelio vaginal prolifera y se diferencia, el endometrio uterino prolifera y las glandulas
sufren hipertrofia y alargamiento; el miometrio desarrolla una motilidad ritmica e

intrinseca (Murray, 1994).
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Figura 9: Via de sintesis de las hormonas esteroides en el ovario (Tomada de
Hinshelwood, 1999).

La esteroidogénesis del ovario es funcion propia de las células de la granulosa y de
la teca interna. En las células de la teca interna se lleva a cabo la sintesis de
progesterona, androstenediona y testosterona en respuesta a la LH, mientras que en
las células de la granulosa se sintetizan el estradiol y la estrona en respuesta a la
FSH (conocida como la teoria de la doble célula doble hormona, Figura 10). Ambas

gonadotropinas realizan sus funciones al inducir en sus células la activacion del
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adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Baulieu, 1972; Best, 2003; Neyro, 2007; Yao y
Bahr, 1999).
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Figura 10: Teoria de la doble célula doble hormona en la esteroidogénesis folicular. La
LH se une a receptores de membrana especificos sobre células de la teca interna y
estimula la produccion de AMPc y la conversiéon de colesterol a androstenediona y
testosterona. Estos andrégenos se esparcen dentro de la circulacion y a través de la
membrana basal dentro de las células de la granulosa. La FSH se une a receptores de
membrana especificos sobre las células de la granulosa y estimula la produccion de
AMPc, que estimula el incremento de la enzima aromatasa y la conversion de
androgenos a estrégenos (Modificado de Yao y Bahr, 1999).

Las concentraciones de estradiol aumentan de manera gradual en la primera mitad
de la fase folicular y luego lo hace en forma méas abrupta, hasta alcanzar
concentraciones maximas que preceden y desencadenan la descarga preovulatoria
de las gonadotropinas (Figura 13). Pequeiias cantidades de 17-hidroxi-progesterona,
testosterona, 5-dihidrotestosterona y androstenodiona, producidas por las células de

la teca interna, también se liberan a la circulacion (Best, 2003; Neyro, 2007).
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Como respuesta a la estimulacion de las gonadotropinas, el factor
esteroidogénico tipo 1 (SF-1) actla como pieza clave para iniciar la trascripcion de
un grupo de genes esteroidogénicos en las células de la teca. Posteriormente, los
dos pasos fundamentales en la formacion de estradiol es el ingreso del colesterol en
las mitocondrias, promovido por la proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis
(StAR) en las células de la teca, y la conversion de androstenediona en estrona

catalizada por P450arom en las células de la granulosa (Kronenberg et al., 2009).

La sintesis de progesterona en el cuerpo liteo se inicia horas después de la
luteinizacién, tanto en las células de origen tecal (células pequefias) como en las
provenientes de la granulosa (células grandes). Estas Ultimas también secretan
estradiol (Best, 2003; Neyro, 2007).

Los grandes depodsitos de colesterol en el cuerpo Idteo provienen
principalmente de las lipoproteinas circulantes y son necesarios para la produccion
de cantidades muy grandes de progesterona. Las células teca luteinicas poseen
receptores de LH y producen androstenediona. El AMPc, el SF-1 y la StAR inducida
por LH son los reguladores clave en la biosintesis de la androstenediona de la teca,
gue sirve como precursora de la produccién de estrégenos en las células vecinas

granuloso-luteinicas (Kronenberg et al., 2009).

Las células granuloso-luteinicas del cuerpo lateo estan muy vascularizadas,
contienen grandes cantidades de colesterol, tienen niveles elevados de receptores a
LH, ademas de receptores a FSH, y producen grandes cantidades de progesterona,
que se regula fundamentalmente por la LH y la StAR. Las células granuloso-
luteinicas aromatizan también la androstenediona procedente de la teca, y
eventualmente, dan lugar a la formacion de estradiol mediante la accién de la FSH y
de P450arom. Los mediadores comunes conocidos de la LH y de la FSH en las
células luteinicas de la granulosa son el AMPc y el aumento de los niveles de LRH-1
(Kronenberg et al., 2009).
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La secrecidon de las hormonas secretadas por los ovarios y la hipdfisis, varia

con base en la etapa del ciclo estral de la rata (modelo de estudio de esta tesis).

Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario

Las funciones del ovario dependen principalmente de la actividad hormonal regida

por el funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Caravaca et al., 2003).

El hipotalamo tiene varias funciones: 1) regula al sistema nervioso autbnomo
(simpatico y parasimpatico); el cual controla las funciones viscerales, 2) modula los
mecanismos que regulan la temperatura corporal, 3) contiene un “reloj biolégico” que
determina los ritmos biolégicos, 4) regula el balance electrolitico, 5) controla las
conductas emocionales (miedo, ira, euforia) y 6) modula el despertar motivacional

(hambre, sed, agresion y motivacion sexual) (Brown, 1994).

De igual forma, el hipotalamo mantiene una comunicacién de tipo
neuroendocrina con la adenohipofisis, ya que cuenta con células nerviosas llamadas
células neurosecretoras que liberan neurohormonas a la circulacion hipofisiaria. Las
neurohormonas liberadas por el hipotalamo son la hormona liberadora de la
tirotropina (TRH), la GnRH (también llamada hormona liberadora de la hormona
luteinizante, LHRH), 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) y el factor inhibidor de la liberacién de
la prolactina (PIF) (Arimura, 2000; Brown, 1994; Halasz, 2000).

La GnRH es la hormona clave en los mecanismos de regulacién de la
secrecion de las gonadotropinas, que culminan con la secrecion de las hormonas
gonadales y la produccion de gametos. Se trata de un decapéptido cuya estructura
primaria es pyroGlul-His®>- Trp®-Ser*- Tyr’-Gly®-Leu’-Arg®-Pro®-Gly°-NH2 (MW
1182.4), que es transportado desde los axones de las neuronas GnRHérgicas
(lamadas asi porque secretan GnRH) a la eminencia media y liberado al sistema
portal hipotalamo-hipofisiario; preferentemente en el surco infundibular (Prieto y
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Velazquez, 2002). Dichas neuronas se originan en el bulbo olfatorio y se desplazan
hasta el hipotalamo, donde se ubican en el érgano vasculoso de la lamina terminal,
en el area preoptica-hipotalamica anterior (POA-AHA) y en el hipotalamo medio (en
los nucleos arcuato y ventromedial) (Arimura, 2000; Brown, 1994; Dominguez, 1997,
Haldsz, 2000).

En los roedores, el numero de neuronas secretoras de GnRH es variable,
desde un promedio de 356 neuronas en el hamster Djungarian pos puberal, hasta
560-1,300 células en la rata. Sin embargo, aun cuando el nimero de estas neuronas
varia, el patrén de proyeccion al rinencéfalo, al sistema limbico y al tallo cerebral es

similar en el hdmster, en la rata, y el cobayo (Prieto-Gomez, 2002).

La GnRH se libera en forma de pulsos, que pueden ser regulados por sefiales
externas al hipotdlamo; tales como las hormonas esteroides. En nifias prepuberes, la
frecuencia de estos pulsos es de uno cada 3-4 horas, mientras que en la mujer
adulta dicha frecuencia es de un pulso cada 90-100 minutos en la fase temprana
folicular y de uno cada 60 minutos en la fase folicular tardia. La naturaleza pulsatil de
la secrecion de la GnRH resulta en la liberacion pulsatil de la LH y FSH (Prieto-
Gbmez, 2002).

Se ha calculado que la vida media de la GnRH en el humano es menor a 10
minutos. Dado que, la vida promedio de esta hormona es muy corta, resulta dificil
medir su actividad, por lo que ésta es valorada a través de la concentracion de la LH
circulante. Los receptores a la GnRH se encuentran exclusivamente en membranas
citoplasmaticas. El principal sitio blanco de esta hormona es el gonadotropo de la
adenohipofisis. Sin embargo, receptores a esta hormona se han encontrado en
gonadas de rata y de humano, en placenta, en tejido adrenal, algunos tejidos

cancerigenos de mamay en el SNC (Prieto-Gomez, 2002).

Debido a las concentraciones plasmaticas tan bajas y a una vida media tan

corta de la GnRH, se sugiere que los receptores periféricos a esta hormona son
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activados por una sintesis local de la hormona (regulador “autocrino”), mas que por

aguélla liberada del hipotalamo (Prieto-Gémez, 2002).

El control de la funcidon hipofisiaria depende, en gran medida, de sus
conexiones nerviosas y vasculares con el hipotalamo (Ruiz, 1988). La
vascularizacion de la hipdfisis procede de la arteria hipofisiaria superior, rama de la
arteria carétida interna, y consta de dos plexos capilares conectados entre si por los
vasos portales largos que recorren el tallo hipofisiario en sentido descendente. El
plexo primario, se origina de una amplia red de capilares provenientes de la arteria
hipofisiaria superior que se distribuyen en la eminencia media y cuya funcién es
recoger las neurohormonas liberadas por las terminales nerviosas que proyectan
sobre dicha region hipotalamica. El plexo secundario se distribuye por la parte distal
de la adenohipdfisis y transporta las hormonas adenohipofisiarias a la circulacion
general a través de las venas hipofisiarias anteriores. El plexo infundibular es el
encargado de recoger las hormonas secretadas en la neurohipdfisis. Ademas de
proporcionar la vascularizacion de la neurohipofisis, las arterias hipofisiarias
inferiores son el origen de los denominados vasos portales cortos que alcanzan la
porcidn inferior de la adenohipoéfisis y contribuyen a formar el plexo secundario
(Figura 11) (Arce et al., 2006).

En comparacién con la circulacién general, el sistema porta, tiene la ventaja
de que en él puede secretarse una cantidad mucho menor de la hormona que
permanece concentrada, mientras se trasporta directamente a su objetivo para
obtener una respuesta dada. Por su parte, una dosis de hormona secretada a la
circulacién general sera rapidamente diluida por el volumen total de sangre. Asi, un
pequefio numero de células neurosecretoras en el hipotdlamo puede controlar

eficazmente a la adenohipdfisis (Silverthorn, 2008).

En los gonadotropos de la rata hembra, solo en el 37-40% se encuentran las
dos hormonas gonadotropicas, mientras que en el macho este porcentaje se

incrementa al 70%. El nimero absoluto de gonadotropos en la rata hembra adulta no
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cambia en la adenohipdfisis, sin embargo el patrén de almacenamiento de las ambas
hormonas varia de acuerdo a las condiciones fisiolégicas del animal. Asi, en la rata,
el hamster, la oveja y la vaca hay cambios en el nUmero de receptores hipofisiarios a
la GnRH a través del ciclo estral; son bajos en el Estro y en el Metaestro (o Diestro-1)
y aumentan gradualmente en el Diestro-2 y permanecen altos hasta la tarde del
Proestro, en donde se alcanzan los niveles mas altos, es decir, durante el periodo
previo a la secrecion preovulatoria de la LH. Después, el nimero de receptores
decrece y se pueden requerir varios dias para alcanzar los niveles observados en el
Proestro (Prieto-Gomez, 2002).

Neuronas que sintefizan las hormonas
de la neurchipdfisis

/

Las neuronas que sintetizan
hormonas rificas las liberan
en los capilares del sistema

Los vasos porales conducen
las hormonas trificas
directamente a la
adenohipdfisis.

Las células enddcrinas
liheran sus hormonas en el
segundo grupo de
capilares para su
distribucion al resto del
arganismo.

Terminales de las neuronas
hipotalamicas

Plexo infundibular
NEUROHIPOFISIS

Arteria hipofsiaria inferior

ADEMOHIPOFISIS
Plexo

Wenas

Figura 11: Esquema que muestra la interaccion entre el Hipotadlamo y la hipdéfisis:
conexiones neurales e irrigaciéon sanguinea (Modificada de Arce et al., 2006;
Silverthorn, 2008).
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Para evitar la sobreestimulacion del ovario y por ende la secrecibn de
gonadotropinas de la adenohipdfisis necesita haber un control. Asi como en otros
sistemas endocrinos, esto es logrado por un mecanismo de retroalimentacion
inhibitoria, por medio del cual las hormonas secretadas por el ovario actian como
una sefial inhibitoria para la unidad hipotadlamo-hipéfisis, reajustando de esta manera
la liberacion de GnRH y de las gonadotropinas hipofisiarias. Este mecanismo de
retroalimentacion inhibitoria esta activo a todo lo largo del ciclo reproductivo (Figura
12) (Yao y Bahr, 1999).

Figura 12: Eje hipotalamo
- hipofisis - ovario. El
hipotadlamo libera Ia
hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), y
en la adenohipdfisis
estimula la secrecion de la
hormona estimulante del
foliculo (FSH) vy Ia
hormona luteinizante (LH).
Estas gonadotropinas
llegan a los ovarios y
estimulan la secrecién de
progesterona y 17 p-

GusoKiss estradiol. Al  mismo
tiempo, inhibinas y
N activinas sintetizadas en

las células del foliculo
ovarico, también regulan
la producciéon de LH vy
FSH hipofisiarias (Tomada
de Mendoza, 2008).
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La FSH estimula la maduracion folicular, en las células de la granulosa promueve la
mitosis, actla de manera sinérgica con los estrogenos para incrementar el nimero
de sus receptores, refuerza la capacidad de aromatizacién e induce a los receptores
a LH (Yen et al., 2001).

La LH desempefia un papel central en el mantenimiento de la funcion lutea,
ademas, interviene en la ruptura folicular, promueve la sintesis de andrégenos en las
células tecointersticiales, actia de manera sinérgica con la FSH en las fases mas
avanzadas del desarrollo folicular y sus pequefos, pero constantes incrementos, son
necesarios y suficientes para estimular el crecimiento y desarrollo de los foliculos

antrales menores hasta el estado preovulatorio (Yen et al., 2001).

Ciclo estral

El ciclo estral de la rata es una cascada de eventos conductuales y hormonales que
son progresivos, sincronizados y repetitivos. Durante el ciclo estral existe una
interrelacion de sefiales que provienen del medio ambiente (visual, olfatoria, auditiva,
etc.), el hipotalamo, la hipofisis, los ovarios y los 6rganos sexuales accesorios que
estan bajo el control del SNC, y es lo que da la naturaleza repetitiva al ciclo. La
longitud es especifica de la especie, ya que puede durar desde cuatro dias hasta un
afo (Kilen y Schwartz, 1999; Schwartz, 2000).

El ciclo estral en la rata hembra se divide en 4 fases que son: el Proestro
(cuando se inicia el crecimiento y maduracién de uno o varios foliculos), el Estro
(etapa en la que la hembra acepta la copula con el macho), el Diestro-1 o metaestro
(periodo de crecimiento del cuerpo Iuteo que se forma después de la ovulacion) y
Diestro 2 (la fase mas larga del ciclo y periodo de inactividad sexual, va desde la
madurez del cuerpo lateo hasta su regresion) (Caravaca et al., 2003).

Con respecto a la ciclicidad de las ratas, se sabe que aquellos animales que

muestran un solo ciclo consecutivo de cuatro dias de duracién, la probabilidad de
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gue el ciclo subsecuente tenga una duracién de cuatro dias es de un 70%; después
de dos ciclos, la probabilidad es de 94% y después de tres ciclos la probabilidad es
de 92% (Tsafriri y Kraiser, 1972).

En el ciclo estral se distinguen dos fases; una fase folicular o estrogénica y
una fase luteinica, que constituye dos tercios de la duracion total del ciclo estral. La
fase folicular consta a su vez de dos fases (Proestro y Estro) y la fase luteinica de

otras dos (Metaestro y Diestro) (Caravaca et al., 2003).

Por la tarde del Metaestro o Diestro-1, y hasta la mafiana del Diestro-2, las

concentraciones plasmaticas de estradiol comienzan a aumentar, mientras que la
secrecion de progesterona presenta su primer incremento y disminucién en la tarde
de este dia. Aunado a lo anterior, y por efecto de la secrecion de progesterona y
estradiol, por parte del cuerpo luteo, se inhibe la secrecién de gonadotropinas (Figura
13) (Freeman 2006). En el frotis vaginal hay una vez mas sustitucion de las células

sin nucleo por leucocitos (Figura 14) (Frazer, 1969).

Durante el Diestro-2, el recién formado cuerpo luteo de la ovulacién anterior
ha alcanzado su maximo tamafio y se observa una esteroidogénesis activa
acompafiada de la formacion de tejido fibroso en la cavidad antral que anteriormente
se encontraba llena de liquido (Russel, 2008). Siempre y cuando no haya habido
fecundacion, durante esta fase tiene lugar la regresion del cuerpo luteo (lutedlisis),
gue se produce por la insensibilidad del cuerpo liteo a la LH secretada por la
adenohipofisis. Cuando hay fecundacion, el cuerpo luteo estimula la secrecion de
PRL (fase luteotrofica) (Hoar, 1978). El epitelio de la pared vaginal contiene grandes
cantidades de pequefias células llamadas leucocitos o glébulos blancos normales

gue se encuentran en la sangre (Figura 14) (Frazer, 1969).

Del Diestro al Proestro, algunos foliculos ovaricos inician el crecimiento y

juntamente con este crecimiento ocurre un aumento y engrosamiento de la pared

uterina y especialmente de su capa superficial; el endometrio. Se secretan grandes
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cantidades de estradiol por la mafiana, sin embargo, por la tarde antes de que llegue
el periodo de oscuridad, las concentraciones descienden hasta alcanzar los valores
basales propios del inicio del Estro. Esta hormona ejerce ahora un efecto estimulante

(retroalimentacién estimulante) sobre la secrecién de gonadotropinas (Hoar, 1978).

La secrecion de testosterona, estimula la secrecion continua de FSH durante
las primeras horas del Estro (Gay y Tomacari, 1974). Ademas, a lo largo de todo el
ciclo estral, su concentracion sérica es semejante a la concentracion de estradiol
(Dupon y Kim, 1973). La liberacion preovulatoria de la LH estimula la ovulacién. La
secrecion de progesterona por su parte, presenta su segundo incremento y
disminucién durante la tarde del Proestro (Figura 13). Los leucocitos desaparecen del
frotis vaginal y son sustituidos por células redondas, algo mayores, con grandes
ndcleos que casi las ocupan por completo (Figura 14) (Frazer, 1969; Freeman,
2006).

El Estro es la fase en la que los foliculos ovéaricos han alcanzado su
crecimiento maximo, se romperan, y los 6vulos quedaran liberados en la cavidad del
cuerpo o pasaran directamente a las trompas uterinas, segun la anatomia de cada

animal (Thornton y Finn, 1999).

El Estro se encuentra bajo la influencia de los estrogenos y la progesterona
(Thornton y Finn, 1999). La segunda elevacion en la concentraciéon de la FSH que se
presenta en la madrugada del Estro (Figura 13), se debe a la disminucién de la
secrecion de inhibina. Este aumento en la FSH estimula el crecimiento folicular de un
nuevo grupo de foliculos. Las células que se encuentran en el frotis vaginal son
ahora mucho mayores que antes y tienen la forma de laminas aplanadas, sin nucleo

y mas irregulares (Figura 14) (Frazer, 1969; Freeman, 2006; Hoar, 1978).
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Figura 13. Perfil de las concentraciones plasmaticas de progesterona, prolactina,
estradiol, LH y FSH durante los cuatro dias del ciclo estral de la rata. Las barras
negras representan el periodo de oscuridad en el que se encuentran los animales
(18:00 - 06:00 h) (Tomada de Freeman, 1994).
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Células
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nucleadas

Figura 14: Esquema que muestra las células caracteristicas del frotis vaginal durante
las diferentes etapas del ciclo estral de larata (Tomado de Hoar, 1978).

El plan corporal de los vertebrados esta organizado en tres ejes ortogonales: el
anterior-posterior, dorsal-ventral y el izquierda-derecha (LR). Una compleja serie de
interacciones genéticas controlan el desarrollo propio del eje LR, lo que lleva

posteriormente a la asimetria de los 6rganos viscerales en el eje LR (Levin, 2005).
ASIMETRIA OVARICA
Hay evidencias de que la mayor parte de los 6rganos endocrinos pares presentan

asimetria. El término asimetria funcional hace referencia a las diferentes respuestas

que presentan el 6rgano derecho vy el izquierdo ante el mismo estimulo. Tales
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diferencias entre los 6rganos derecho e izquierdo, pueden observarse en humanos y
animales. También se ponen de manifiesto en condiciones patoldgicas o cuando los

animales son sometidos a algun tipo de experimento (Dominguez et al., 2003).

El riego sanguineo que reciben los ovarios es diferente entre uno y otro; las
venas sanguineas del ovario derecho drenan directamente dentro de la vena cava
inferior, mientras que las venas del ovario izquierdo usualmente lo hacen dentro de la
vena renal izquierda. Asimismo, el ovario derecho se desarrolla antes que el ovario

izquierdo (Gerendai y Halasz, 1997).

Existen diferentes pruebas que muestran la asimetria en el control enddécrino
por parte del hipotalamo hacia el ovario. Algunas de ellas, son proporcionadas por
Nance y colaboradores (1984) quienes al inyectar unilateralmente acido kainico
excitotoxina en el area retroquiasmatica del hipotdlamo observaron que se bloquea la
hipertrofia compensadora ovarica (HCO) si el procedimiento se realiza en el lado
ipsilateral a la ovariectomia, es decir, el efecto resulta mas evidente si las lesiones y
la ovariectomia se efectian en el lado derecho. Con base en sus resultados,
sugieren que la existencia de conexiones nerviosas con las gonadas que modulan la
regulacion endocrina y que el control hipotalamico del sistema endocrino puede estar

organizado asimétricamente.

Algunas de las asimetrias, morfolégicas, neuroquimicas y conductuales son
distintas entre la hembra y el macho lo que hace suponer que las hormonas sexuales
son elementos importantes en el establecimiento de estas diferencias entre el lado

izquierdo y el derecho del cerebro (Cruz et al., 2001).

La regulacion enddcrina de las funciones reproductivas en el lado derecho de
las estructuras neuronales juegan un papel predominante (esta tendencia es mas
evidente en el hipotalamo), al mismo tiempo que el hemisferio derecho juega un
papel preponderante en el control del eje hipotdlamo-hipoéfisis-adrenal (Gerendai y
Halasz, 2001).
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Moran y colaboradores (2005), analizaron la relaciébn anatémica entre los
ovarios y el ganglio celiaco, para lo cual utilizaron el marcador True Blue que fue
inyectado en ambos ovarios en cada etapa del ciclo estral. EI marcaje obtenido fue
mayor cuando la inyeccion se realizo en el ovario izquierdo el dia del Proestro, no asi
al realizarse el marcaje en el ovario derecho y en cualquier dia del ciclo estral. Con
base en ello, los autores sugieren una aparente asimetria en la actividad de las
conexiones nerviosas entre los ovarios y los ganglios mesentéricos prevertebral
celiaco-superior, y que el nimero de neuronas activas de estas conexiones varia

durante el ciclo estral.

Se tienen evidencias de que la perforacién del peritoneo del lado izquierdo
(PPI) resultd en menor concentracion de estradiol en los dias del Diestro o Proestro.
En los animales con perforacion del peritoneo del lado derecho (PPD) en el Diestro-2
se observé mayor concentracién de la hormona, pero en Proestro resultd en menor
concentracion de la misma. Cuando la perforacion del peritoneo se realiz6 en el lado
izquierdo y derecho (perforacion bilateral del peritoneo: PPB) en los dias del diestro,
no se observaron diferencias significativas en la concentracion de estradiol, mientras
qgue en dia del Estro se observo disminucion en la concentracion de esteroide (Flores
et al., 2004; Palafox, 2007).

En los animales que se les realizo la seccién del Nervio vago izquierdo se
observo alteracion de la cuota ovulatoria cuando la cirugia se realiz6 a las 9:00 h, ya
gue resulté en disminucién de la tasa de animales ovulantes y el nGmero de ovocitos
liberados por los animales ovulantes. La seccion del Nervio vago derecho no resultd

en alteraciones (Zarate et al., 2011).

La extirpacidn de un ovario es una herramienta experimental que se usa
frecuentemente para analizar la existencia de asimetria entre los ovarios. En la rata,
el ovario izquierdo libera mas ovocitos que el ovario derecho. Cuando se extirpa el

ovario izquierdo (ovario derecho in situ), la proporcion de animales que ovula en el
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dia del estro es el doble que cuando queda el ovario izquierdo in situ (Dominguez et
al., 1988).

En los animales con ovariectomia unilateral que mantuvieron el ovario derecho
in situ la concentracion de estradiol en el dia del Proestro fue menor respecto a la de
los animales con PPI. En los que permanecio el ovario izquierdo in situ el resultado

dependio del dia del ciclo estral en que se realizo la cirugia (Palafox, 2007).

INERVACION DEL TRACTO REPRODUCTIVO

Es bien sabido que en ambos sexos, las génadas y otros organos del sistema
reproductivo estan inervados por fibras simpéticas y parasimpéticas eferentes que
pertenecen al sistema nervioso autbnomo. Ademas, estos nervios poseen fibras
aferentes que llevan informacion al sistema nervioso central (SNC) (Gerendai et al.,
2005).

El equipo de Nance, en 1988, mostré que los niveles T13 a L1 de la médula
espinal correspondientes al ganglio de la raiz dorsal proporcionan inervacion aferente
(sensorial) a la parte anterior del tracto reproductivo, mientras que los niveles L6 a S1
la proporcionan a la parte posterior, asi como a la vejiga y el recto (Figura 15). Del
mismo modo, indican que existe una moderada inervacion que llega a la bursa del
ovario y el peritoneo que lo rodea, pero un numero muy limitado de fibras aferentes

son las que realmente entran al ovario.
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Figura 15: Esquema que ilustralainervacion aferente del aparato reproductory las
visceras pélvicas de larata (Tomada de Nance et al., 1988).

Las fibras nerviosas que corren desde y hacia los 6rganos reproductores de la rata,
ademas de los neurotransmisores convencionales del sistema nervioso autonomo
(NA, adrenalina y acetilcolina), contienen otra variedad de neurotrasmisores y
neuropéptidos como la serotonina, VIP, sustancia P (SP), péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP), neuropéptido Y (NPY) y galanina (Gerendai et al.,
2005).

Para determinar una posible conexion entre el utero y el cerebro, Ortega y
colaboradores (1990) realizaron un estudio con técnicas electrofisiolégicas y
peroxidasa de rdbano (HRP) en ratas adultas en la etapa de Estro. Se les indujo
distension cervico-vaginal para posteriormente monitorear la actividad extracelular
del nucleo del tracto solitario y encontraron que la respuesta de las neuronas fue

menor durante la distencién cervico-vaginal. De igual forma, realizaron inyecciones

43




Marco Tedrico| 2012

de HRP en las paredes del cuello del atero y en el cuerpo del utero, y hallaron
aparicion de células marcadas en el ganglio nodoso y en el nucleo motor dorsal del
Nervio vago. Con base en lo anterior, demostraron que existe una conexion

bidireccional entre el complejo cerebral-ttero via Nervio vago.

Anfos después, Collings y colaboradores (1999) al utilizar trazadores
retrogrados y realizar neurectomias, demostraron que el Nervio vago funciona como
un vinculo neural entre el utero y cérvix con el SNC, especificamente con el ganglio

nodoso y el ndcleo del tracto solitario (Figura 16).

INERVACION OVARICA

Las funciones de los ovarios no solo son reguladas por las sefiales quimicas
provenientes del hipotalamo y la hipdfisis, ya que aunado a ello, se ha demostrado
que la inervacion modula la accion de las gonadotropinas sobre los compartimientos

funcionales de las génadas.

Gerendai y colaboradores (2000, 2002) mostraron la existencia de estructuras
cerebrales involucradas en el control de las funciones ovéricas. Para ello, inyectaron
en el ovario virus de pseudorrabia a ratas con previa vagotomia unilateral y
encontraron un marcaje de las neuronas infectadas por el virus que en comparacion
con los grupos testigo presentaron alteraciones en estructuras como el area

postrema, el ndcleo del tracto solitario, el complejo dorsal vagal y el ndcleo ambiguo.

La inervacion extrinseca del ovario estd formada por fibras simpaticas,
parasimpaticas y sensoriales procedentes de neuronas del sistema nervioso
periférico que, a su vez, se encuentran conectadas por medio de vias multisinapticas
a las redes neuronales del SNC (D’Albora et al., 2002). Debido a que dos de los
principales neurotransmisores de esta inervacion, NA y VIP, son potentes

estimulantes de la esteroidogénesis ovarica, se ha postulado que la principal funcién
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de la inervacion extrinseca consiste en facilitar la produccion de hormonas esteroides
dentro del ovario (Adashi y Hsueh 1981; Ahmed et al., 1986; Davoren y Hsueh, 1985).

————

Mucleo
motor dorsal
del nervio

w

Ganglio nodoso -~

Diafragma

Cuerno
W, uterino

Ganglio
paracerwvical

Figura 16: Hemisecccion de la parte caudal del tallo cerebral, el ganglio nodoso,
Nervio vago y el posible curso que recorre este nervio hacia el ovario, Gtero y cervix.
NTS, nucleo del tracto solitario (Tomado de Collings et al., 1999).

La inervacion extrinseca también participa en la adquisicion de la capacidad de
respuesta a gonadotropinas al inicio de la maduracién folicular y la regulacion de la

interaccidon ciclica entre el eje hipotadlamo-hipdfisis-ovario durante el ciclo estral

(Mayerhofer et al., 1997).
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Asimismo, se sabe que el ovario tiene fuentes intrinsecas de
neurotransmisores. Entre estas fuentes es posible mencionar a las células de la
granulosa de los foliculos antrales, quienes sintetizan acetilcolina (Fritz et al., 2001),
los ovocitos que producen NA en los ovarios de primates no humanos, asi como una
red de neuronas situadas en el compartimiento intersticial de la glandula que
sintetizan NA (Mayerhofer et al., 1998).

La inervacion parasimpatica se encuentra constituida por fibras de naturaleza
colinérgica postganglionar que llegan al ovario a través de ramas eferentes vagales o
del plexo hipogastrico (Burden 1978). Sus somas se encuentran a nivel T10 y T11 de
la médula espinal (Gioia, 1996) y sus fibras nerviosas transportan principalmente
neurotransmisores como SP, somatostatina y VIP los cuales se encuentran presentes

en células del ganglio nodoso y ganglio yugular (Gilbert, 1980).

El 85% de las fibras del Nervio vago son de naturaleza sensorial (Agostoni et
al., 1957) y aun cuando no se conoce con exactitud la ubicacion de estas fibras
dentro del ovario, realizando estudios de radioinmunoandlisis se ha comprobado que
la existencia de SP en el ovario de la rata est4 asociada con foliculos antrales, tejido
intersticial y vasos sanguineos; estos ultimos le proporcionan una naturaleza varicosa
mediante la cual sus fibras penetran en las células de la teca externa de los foliculos
en desarrollo. Sin embargo, en células de cuerpo liteo se encuentra totalmente

ausente (Dess et al., 1985).

Se cree que la SP a través de sus propiedades vasodilatadoras, esta
implicada en la regulacién del flujo de sangre al ovario. Ademas se sugiere que la SP
puede funcionar como un neurotransmisor aferente baro y quimio-receptor o que
regula el nivel de informacion sensorial en el sistema nervioso (Helke et al., 1980).

Checar informacion
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La somatostatina inhibe la foliculogénesis, mejora los procesos atrésicos y
disminuye la actividad proliferativa de las células de la granulosa y de la teca
(Nestorovic, 2004).

Las terminales nerviosas que contienen VIP se encuentran presentes en el
estroma del ovario y se cree gque éste juega un papel fisiolégico importante en la
regulacion de las funciones ovéricas, ya que mediante estudios in vitro se ha
descubierto que el VIP potencia significativamente la estimulacion de la
esteroidogénesis (Davoren y Hsueh, 1985).

Papel del Nervio vago sobre las funciones de los ovarios

Hill (1972), observé que cuando se realizaban vagotomias transtoracicas se

presentaban alteraciones del ciclo estral.

Burden y colaboradores, 1981, mostraron que la vagotomia bilateral en los
dias del Proestro o Estro resulta en alteracion de la longitud del ciclo estral,
prolongando la etapa de diestro (10-12 dias), y previene la induccion de pseudo-

prefez.

Poco después, el grupo de Cruz (1986) realizé un estudio en el cual ratas con
vagotomia bilateral e izquierda fueron inyectadas en el dia del diestro con 45 ui de
FSH de bovino y 56 horas después recibieron 30 ui de LH. Encontraron que no se
modificé el nimero de animales ovulantes. No obstante, la vagotomia bilateral
comparada con el grupo testigo y con la vagotomia izquierda resulté en disminucion
en el nimero de ovocitos liberados, lo que puede deberse a la reactivacion de las
funciones ovaricas al inyectar FSH y LH después de la vagotomia. De igual manera,
encontraron que la seccion bilateral del Nervio Vago se tradujo en incremento en la
poblacion de foliculos preovulatorios en los ovarios. Cuando se realizé la seccion
unilateral del Nervio vago se observé incremento en el namero de foliculos
preovulatorios, sin embargo, este aumento fue mayor en el ovario derecho. Asi, los

autores concluyeron que existe incremento en la sensibilidad del ovario a las
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gonadotropinas inducido por la vagotomia, que podria estar actuando como inhibidor

en la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas.

Chévez et al. (1987), mostraron en ratas adultas que cuando el ovario izquierdo
permanece in situ y denervado se produce incremento en la HCO, lo que indica que
el Nervio vago izquierdo tiene un papel de tipo inhibitorio en dicha funcion. Ahora,
cuando el ovario izquierdo in situ permanece inervado, se inhibe la HCO lo que
sugiere que el Nervio vago derecho estimula la compensacién del ovario izquierdo.
Por su parte, cuando el ovario derecho se halla in situ y se secciona del Nervio vago
ipsilateral se induce la parcial inhibicion de la compensacion. Contrariamente, en
animales con ovario derecho in situ y seccion del Nervio vago contralateral se
reduce la compensacion, esto indica que el Nervio vago izquierdo lleva informacion

simultdneamente al Nervio vago derecho.

Burden et al (1986), demostraron que el Nervio vago participa de manera
estimulante en la activacion folicular cuando la denervacion se realiza a nivel
abdominal, no asi al realizarse a nivel cervical (Burden et al., 1986). Y Trkulja y
Lackovic (2001), 30 min después de haber realizado la ovariectomia del lado
derecho, realizaron vagotomias bilaterales en el dia del Estro y hallaron que la
informacion vagal tiene influencia sobre el crecimiento compensatorio del ovario solo

durante un corto periodo posterior a la ovariectomia unilateral (menos de 4.5 horas).

Existen pruebas fisioldgicas de la interaccion entre los ovarios y las adrenales,
las cuales se han explicado siempre por medio de las interacciones endocrinas que
juegan las hormonas adrenales y ovaricas, asi como las interacciones de las
hormonas hipotalamicas que regulan la secrecion de las hormonas troficas
hipofisarias (Alanis, 2010; Arimura, 2000; Barco et al., 2003; Flores et al., 2008;
Jacobs y Peppler, 1980; Meléndez, 2005). Un punto que ha recibido muy poca
atencion es que las adrenales y los ovarios tienen conexiones nerviosas periféricas
gue las vinculan entre si. Esta conexidn nerviosa pareceria que se realiza a nivel del

ganglio celiaco, entre otras regiones nerviosas, centrales y periféricas.
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La glandula adrenal recibe inervacion preganglionar y postganglionar, las
cuales modulan la accion de la ACTH sobre sus células (Roos, 2004). En la médula,
una mayor proporcion de fibras nerviosas esplénicas son preganglionares y una
pequefia proporcidbn de nervios adrenales son postganglionares: los cuerpos
celulares postganglionares estan en los ganglios autonémicos T4 a T12 incluyendo el
ganglio suprarrenal (Toth et al.,, 1997). Esto sugiere que la presencia de fibras
nerviosas (sensoriales) aferentes desde la corteza adrenal y la médula de la adrenal
pueden estar en la raiz del ganglio dorsal. Una pequefia proporcion de los nervios
aferentes tienen sus cuerpos celulares en el ganglio sensorial vagal (Beck, 1977;
Guyton, 2000).

49




Planteamiento del problema| 2012

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las funciones del ovario son reguladas por sefiales quimicas que provienen del
hipotalamo y la hipdfisis. Sin embargo, se ha demostrado que los ovarios de la rata
reciben informacion neural simpatica, parasimpética, peptidérgica y sensorial que

comunican al ovario con el SNC, asi como ambas génadas entre si.

Pruebas experimentales obtenidas a partir de la seccién del Nervio vago
sugieren que la inervacion parasimpatica y sensorial proporcionada por este nervio,
modula los mecanismos que regulan las funciones del ovario, las cuales varian en
funcién del dia del ciclo estral en que se realiza el tratamiento. Sin embargo, poco se
conoce si el Nervio vago izquierdo o derecho manifiestan lateralizacion y asimetria
funcionales en animales con o sin ovariectomia unilateral. Por ello, se propone
analizar la respuesta ovulatoria ante la influencia del Nervio vago izquierdo o
derecho, partiendo del supuesto de que estos nervios modulan de manera diferente

las funciones ovaricas.

El analisis experimental de este problema se realizar4 mediante el estudio de
los efectos agudos de la seccion uni y bilateral del Nervio Vago a las 9:00 h en
animales a los que se les extirpara un ovario (izquierdo o derecho) en los dias del
Diestro-1 o Diestro-2 de la rata adulta, sobre la tasa de animales ovulantes y nimero

de ovocitos liberados.
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HIPOTESIS

Dado que el Nervio vago inerva al ovario y funciona como via de comunicacion
neural entre ellos (los ovarios) y el Sistema Nervioso Central, entonces la
denervacion producida por la seccion uni o bilateral del Nervio vago a las 09:00 h en
los dias del diestro, afectara la tasa de animales ovulantes y el niumero de ovocitos
liberados en funcién del dia del diestro en que se realice la denervacion, de la
integridad de la informacién neural que recibe el ovario por medio del Nervio vago y

el ovario in situ.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion del Nervio vago a las 9:00 h en los dias del Diestro-1 y del
Diestro-2 del ciclo estral de la rata adulta, con o sin ovariectomia sobre la tasa de
animales ovulantes, el nimero de ovocitos liberados y la masa de los ovarios, del

Gtero y de las adrenales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En los dias del Diestro-1 y Diestro-2:

a. Analizar si la laparotomia es un factor estresante que altere la ovulacion y la

masa de los ovarios, del Utero y de las adrenales.

b. Conocer la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados de

cada ovario en animales con seccion de uni o bilateral del Nervio vago.

c. Conocer la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por

el ovario izquierdo o el derecho en los animales con ovariectomia unilateral.

d. Analizar la participacion de uno o ambos Nervios vago en animales con o sin
ovariectomia unilateral sobre la ovulacién y la masa de los ovarios, del Gtero y

de las adrenales.
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MATERIALES Y METODO

Se utilizaron ratas hembras, adultas, virgenes, de 3 meses de edad, de la cepa
ClIZ-V, mantenidas en condiciones controladas de luz-oscuridad (luz de 05:00-19:00
h) y con libre acceso al agua y alimento (Purina rat chow). Se les realizé frotis
vaginal diariamente y Unicamente los animales que presentaron 2 ciclos estrales
consecutivos de cuatro dias de duracion (Diestro-1, Diestro-2, Proestro y Estro)
fueron utilizados para realizar este estudio. A las 9:00 h de los dias de Diestro-1 o
Diestro-2 dichos animales fueron repartidos al azar en los siguientes grupos

experimentales:

GRUPOS EXPERIMENTALES (n=7)

1. Grupo de animales Testigo absoluto: ratas ciclicas intactas (n=7) fueron
sacrificadas en el dia del Estro vaginal a las 9:00 h para conocer la tasa de
animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por cada ovario (Figura
17).

Nervio vago Nervio vago
derecho izquierdo
(Nv-D) (Nv-I)

Ovario derecho Ovario izquierdo
©D)  ~a i~ (o)
A N

Figura 17: Se muestra que en el animal intacto estan los ovarios y el Nervio vago
izquierdo y derecho.
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2. Grupo de animales con Laparotomia: para analizar si laparotomia ventral
resulta en alteraciones de la ovulacidén, en cada dia del diestro un grupo de
ratas fueron anestesiadas con éter y se les realizé una incision ventral en el
centro de la cavidad peritoneal (aproximadamente 1 cm. por debajo de la
Gltima costilla) para cortar la piel, el masculo y el peritoneo; sin tocar los
organos internos. Una vez terminada la laparotomia se procedié a suturar la

herida por planos.

3. Grupo de animales con Seccion del Nervio vago (Nv): con el objetivo de
analizar si el Nervio vago a las 09:00 h de cada dia del diestro, es una via
neural que modula la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos
liberados, a ratas en las mismas condiciones experimentales que el grupo con
laparotomia se les seccion6 el Nervio vago izquierdo (Nv-I), derecho (Nv-D) o

ambos (Nv-B; empezando por el Nervio vago izquierdo) (Figura 18).

4. Grupo de animales con Ovariectomia (Ovx): para conocer la tasa de animales
ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por cada ovario en el dia del Estro
vaginal, a ratas en las mismas condiciones experimentales que el grupo con
laparotomia se les extirp6 el Ovario izquierdo (Ovx-l, ovario derecho in situ) o
el ovario derecho (Ovx-D, ovario izquierdo in situ) (Figura 19).
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a) b)
Seccion Seccién
Nv-I
A Nv-D ~
Nv-D /@ O-\ Nv-I
M . V'd
(0]] (e]]
oD oD
- il - il
A N L A

c)

Seccién Seccién

Nv-D Nv-I

~

')

‘ ol
OSA —
A K

Figura 18: Esquema que muestra la seccion a) del Nervio vago izquierdo, b) derecho,
0 c) de ambos lados, llevadas a cabo en ratas con ambos ovarios.
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oD
in situ

M

b)
Nv-D Nv-I1 Nv-D Nv-1
\ / ol oD \ / Ol
extirpado extirpado in situ
X . /
A A A A

Figura 19: Esquema que muestra la a) Ovariectomia izquierda o b) derecha.

Grupo de animales con ovario in situ inervado: para analizar la respuesta
ovulatoria en animales con el ovario derecho in situ inervado por el Nervio
vago derecho, se procedié a seccionar el Nervio vago izquierdo y enseguida
se procedié a extirpar el ovario ipsilateral a la seccién del nervio (Nv-I + Ovx-
[). Para analizar si los resultados dependian del orden en que se realiz6 la
cirugia, en otro grupo de animales se extirpé primero el ovario y luego se cortd
el nervio (Ovx-l + Nv-I) (Figura 20). Esta operacién también se realiz6 del lado
derecho (Nv-D + Ovx-D u Ovx-D + Nv-D) para dejar el ovario izquierdo in situ

inervado por el Nervio vago izquierdo (Figura 21).
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a) b)
1 paso: 2° paso:
P Seccion P Seccion
&/ Nv-I o/ Nv-I
/. /.
Nv-D Nv-D f/‘u
2° paso: Ol oD ™ 1% paso: Ol
oD extirpado in situ extirpado
in situ ~
~a '
~a X
A .f A .f

Figura 20: Esquema que muestra en a) la seccion del Nervio vago izquierdo seguida de
la extirpacion del ovario ipsilateral a la seccién del nervio (Nv-1 + Ovx-l), y en b) la
extirpacién del ovario izquierdo seguida de la seccion del Nervio vago ipsilateral a la
extirpacion del ovario (Ovx-l + Nv-I), cuya finalidad fue mantener el ovario derecho con
inervacion vagal.

a) b)
1% paso: 2° paso:
Seccion Seccion
Nv-D ~ Nv-D N
N 0’“’ . Nv-I
0»--(.‘_\ Nv-I ““5‘ /
\ / 1¥ paso: OD ) ol
2° paso: OD ol extirpado in situ
extirpado X in situ X
. A ]
) K

Figura 21: Esquema muestra en a) la seccién del Nervio vago derecho seguida de la
extirpacion del ovario ipsilateral (Nv-D + Ovx-D) y en b) la extirpacion del ovario
derecho seguida de la seccion del Nervio vago ipsilateral (Ovx-D + Nv-D), cuya
finalidad fue mantener el ovario izquierdo con inervacion vagal.
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6. Grupo de animales con ovario in situ denervado: para llevar a cabo el analisis
de la respuesta ovulatoria en animales con ovario izquierdo
inervacién vagal, se procedi6 a seccionar el Nervio vago izquierdo y

enseguida se procedié a extirpar el ovario contralateral (Nv-l1+ Ovx-D). Para

in situ sin

analizar si los resultados dependian del orden en que se realizo la cirugia, en

otro grupo de animales se extirpd primero el ovario y luego se corto el nervio

(Ovx-D + Nv-I) (Figura 22). Esta operacion también se realizd extirpando el

ovario izquierdo (Nv-D + Ovx-1 u Ovx-1 + Nv-D) (Figura 23).

1% paso:
Seccion
~ Nv-I

O

Nv-D 7#/0
X ol
2° paso: OD in situ
extirpado \ /
A A

Figura 22: Esquema que muestra en a) la seccion del Nervio vago izquierdo seguida de
la ovariectomia derecha y en b) la ovariectomia derecha seguida de la seccion del
Nervio vago izquierdo (contralateral), cuya finalidad fue mantener el ovario izquierdo

sin inervacién vagal.

b)

2° paso:

Seccion

P Nv-I

/‘\

L/
Nv-D ffu
N ol
1 paso: OD in situ
extirpado \ /
A ¥
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a) b)
1% paso: 2° paso:
Seccion Seccion
Nv-D ' Nv-D o
9 <
O Nv-I O Nv-I
‘\ X \ X
oD 2° paso: Ol oD 1% paso: Ol
in situ extirpado in situ extirpado
'S y 'S y
A K A |

Figura 23: Esquema que muestra en a) la seccién del Nervio vago derecho seguida de
ovariectomia izquierda y en b) la extirpacion del ovario izquierdo seguida de seccién
del Nervio vago derecho (contralateral), cuya finalidad fue mantener el ovario derecho
sin inervacién vagal.

7. Seccion bilateral del Nervio vago y ovariectomia unilateral (Nv-B + Ovx): con el
fin de analizar la respuesta ovulatoria en animales con ovario derecho in situ y
con denervacion de ambos Nervios vago, se procedié a seccionar el Nervio
vago izquierdo y el Nervio vago derecho y enseguida se procedio a extirpar el
ovario izquierdo (Nv-B+ Ovx-l) (Figura 24). Para analizar si los resultados
dependian del orden en que se realiz6 la cirugia, en otro grupo de animales se
extirp6 primero el ovario y luego se seccionaron los Nervios (Ovx-l + Nv-B).
Esta operacion también se realiz6 dejando el ovario izquierdo in situ (Nv-B +
Ovx-D u Ovx-D + Nv-B) (Figura 25).
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a) b)
2° paso: 1% paso: 3% paso: 2° paso:
Seccion PN Seccion Seccion PN Seccion
Nv-D ’}-’ Nv-I Nv-D /&” Nv-I
3% paso: Ol 1° paso: Ol
in S|tu X extirpado in S|tu X extirpado
Y ¥

Figura 24: Esquema gue muestra en a) la seccidn bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia izquierda y en b) la Ovariectomia izquierda seguida de la seccion
bilateral del Nervio vago, cuya finalidad fue mantener el ovario derecho in situ sin
informacién vagal.

a) b)
3% paso: 2° paso:
2° paso: 1° paso: Seccion Seccion

Seccién Seccién Nv-I Nv-I
Nv-D / Nv-I \

R , N 5
3" paso: OD Ol 1" paso: OD
extirpado in situ extirpado in S|tu
~ X g ~ )(
A ¥ A

Figura 25: Esquema que muestra en a) la seccion bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia derecha y en b) la Ovariectomia derecha seguida de la seccién bilateral
del Nervio vago, cuya finalidad fue mantener el ovario izquierdo in situ sin informacion
vagal.

/
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Procedimiento de autopsia

Una vez que los animales presentaron el Estro vaginal, posterior a la cirugia, se

pesaron y fueron sacrificados por decapitacion a las 09:00 h.

En los oviductos (izquierdo y derecho) se verificd la presencia de ovocitos y se
les contd con la ayuda de un microscopio estereoscopico. Los resultados del nimero
de ovocitos se expresaron como los correspondientes a cada ovario 0 como totales
(los liberados por el ovario izquierdo (Ol) mas los del derecho (OD)). Con este
resultado, se cuantificé la tasa de animales ovulantes (TAO) definida como el nimero

de animales que ovulan/namero total de animales tratados.

Se disecaron los ovarios, el Gtero y las adrenales y se pesaron en balanza de
precision. El peso de los 6érganos se expresé en miligramos por 100 gramos de masa

corporal (mg/100 g M.C.).

Los resultados del nimero de ovocitos liberados y la masa de los 6érganos
fueron expresados como la media mas menos el error estandar de la media (Media £

e.e.m.).

Analisis estadistico

El nimero de ovocitos liberados fue analizado por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes fue
analizada por la prueba de probabilidad exacta de Fisher. Los resultados de la masa
de los oOrganos se analizaron por la prueba de andlisis 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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RESULTADOS

GRUPO DE ANIMALES INTACTOS

En el dia del Estro, en el 100% de los animales se presentd la ovulacion y el nUmero

de ovocitos liberados fue similar en cada ovario (Gréfica 1).

14
12

10

MOl
M OD
M Ol+0D

Gréfica 1: Media + e.e.m. del niUmero de ovocitos liberados en animales intactos
sacrificados alas 9:00 h en el dia del estro vaginal.
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CON LAPAROTOMIA

RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES

Los animales que fueron sometidos a laparotomia ventral en el dia del Diestro-1

mostraron un menor namero de ovocitos liberados por el ovario derecho, mientras

qgue los animales sometidos al mismo tratamiento en el dia del Diestro-2 no

presentaron cambio alguno respecto a lo observado en animales intactos (Gréfica 2

Ay B). Estos resultados se acompafaron de menor masa corporal y mayor masa de

la adrenal derecha en los animales tratados en el Diestro-1 (Cuadros 1y 2).

A)
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7/7
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T
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T
oD 010D

M Intacto M Laparotomia

Gréafica 2: Tasa de animales ovulantes y media £ e.e.m. del numero de ovocitos
liberados en animales intactos o con laparotomia a las 9:00 h en los dias del Diestro-1
(A) y Diestro-2 (B) y que fueron sacrificados a las 9:00 h en el dia del estro
vaginal.*p<0.05 vs grupo Intacto (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-
Whitney). Ol=ovario izquierdo, OD=ovario derecho, Ol+OD=suma de los ovocitos liberados
por el ovario izquierdo y el derecho.
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Cuadro 1: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6érganos de los animales intactos

0 con laparotomia a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del Masa ol\\//lz;Si?a Utero AI(\j/Ira(leSnaal
ciclo Grupo n Corporal 1100 (mg/100 g (Mg/100
estral (@) (mg/100 g M.C.) 927> g

M.C.) M.C.)

Diestro-1 Intacto 7  261.9+7.1 21.4+1.2 128.1+12.7 16.4+1.5

Laparotomia 7  235.4+4.6* 22.6x1.0 142.6+10.5 20.9+1.7
Diestro-2 Intacto 7 261.9+7.1 21.4+1.2 128.1+12.7 16.4+1.5
Laparotomia 7  241.6x7.9 21.0+0.9 126.4+10.9 19.5+1.9

*p<0.05 vs grupo Intacto (Prueba de “t” de Student). M.C.=Masa Corporal.

Cuadro 2: Media + e.e.m. de la masa de cada ovario y adrenal de animales intactos o

con laparotomia a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del _ Ovario Ovario _Adr_enal Adrenal
ciclo Grupo n izquierdo derecho izquierda derecha
estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C.) M.C.) M.C.)

Diestro-1 Intacto ] 7 10.3+0.5 11.2+0.8 8.9+0.9 7.4+0.7

Laparotomia 7 11.3+0.8 11.3+0.5 11.2+1.2 9.7+£0.7*

Di 5 Intacto 7 10.3x0.5 11.2+0.8 8.9+0.9 7.4+0.7

1estro-2 | aparotomia 7 10.1#0.9 10.9+0.8 10.30.9 9.2+1.2

*p<0.05 vs grupo Intacto (Prueba de “t” de Student).
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON SECCION DEL NERVIO VAGO

En los animales con seccion de ambos Nervios vago en el Diestro-1, se presento el
Estro vaginal 24 horas después de lo esperado, lo que fue acompafiado por un
incremento en el namero de ovocitos liberados por el ovario derecho (Grafica 3 A) y
de la masa corporal respecto a lo registrado en animales con laparotomia (Cuadros 3
y 4). En relacion a los resultados de la seccion unilateral del Nervio vago, Unicamente
la seccion del Nervio vago derecho resultd en menor TAO (42.86%) en ambos
ovarios respecto a lo registrado en animales con laparotomia (Grafica 3), sin cambios

en los demas pardmetros cuantificados (Cuadros 3y 4).

A) B)
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4/7

4 - 1 i 4
ol

[

010D ol oD 00D

W Laparotomia M Nv-l M Nv-D | Nv-B M Laparotomia M Nv-l M Nv-D | Nv-B

Grafica 3: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en animales con laparotomia o seccion del Nervio vago a las 9:00 h en los
dias del Diestro-1 (A) y Diestro-2 (B). *p<0.05 vs grupo con Nv-I en Diestro-1, & p<0.05 vs
grupo con Nv-I Diestro-1 (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney),
}p<0.05 vs grupo con laparotomia en Diestro-1, ¥p<0.05 vs grupo con laparotomia en
Diestro-1, #p<0.05 vs grupo con laparotomia en Diestro-1 (prueba exacta de Fisher “F”).
Ol=ovario Izquierdo, OD=ovario derecho, OI+OD= ovocitos liberados por el ovario izquierdo
y el derecho, Nv-l=seccion del Nervio vago izquierdo, Nv-D=seccion del Nervio vago
derecho, Nv-B=seccion de ambos Nervios vago.
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Cuadro 3: Media = e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de los animales con
laparotomia o seccién del Nervio vago a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del Masa ol\\//lz;Si?a Utero AI(\j/Ira(leSnaal
ciclo Grupo n Corporal 1100 (mg/100 g (Mg/100
estral (@) (mg/100 g M.C.) giov g

M.C.) M.C.)

Laparotomia 7 235.4+4.6 22.6x1.0 142.6+10.5 20.9+1.7

Diestro-1 Nv-I 7 252.0+5.9 23.8+1.4 153.2+8.3 23.4+3.4
Nv-D 7 238.615.5 23.9+1.0 149.2+9.0 22.5+0.9

Nv-B 7  262.9+10.5* 19.5+1.4 130.9+7.7 20.6+£1.8

Laparotomia 7 241.6x7.9 21.0+0.9 126.4+11.0 19.5+1.9

Diestro-2 Nv-I 7 239.0+6.3 19.7+0.8 125.1+8.1 22.1+1.1
Nv-D 7 232.1+5.9 22.9+1.6 143.0£6.9 22.3+2.2

Nv-B 7  219.9+11.3 24.3+1.4 146.1+4.8 26.1+1.6

*p<0.05 vs grupo con laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). M.C.=Masa
corporal, Nv-I=Seccion del Nervio vago izquierdo, Nv-D=Seccién del Nervio vago derecho,
Nv-B=Seccién bilateral del Nervio vago.

Cuadro 4: Media + e.e.m. de la masa de cada ovario y adrenal de animales con
laparotomia o seccién del Nervio vago a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del _ ngrio Ovario _Adr_enal Adrenal
ciclo Grupo N izquierdo derecho izquierda derecha
estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C)) M.C.) M.C))
Laparotomia 7 11.3+0.8 11.3£0.5 11.2+£1.2 9.7+0.7
Diestro-1 Nv-I 7 11.3+0.9 12.5+0.7 13.7+2.9 9.7+1.1
Nv-D 7 12.7+0.8 11.2+0.5 12.5+0.8 10.1+0.3
Nv-B 7 9.9+0.8 9.6+1.0 11.2+1.5 9.4+0.8
Laparotomia 7 10.1+0.9 10.9+0.8 10.320.9 9.2+1.2
. Nv-I 7 9.7+0.5 10.0+0.6 11.5+0.5 10.5+0.7
Diestro-2 Nv-D 7 11.70.7 11.2+41.2 11.5+1.0 10.8+1.3
Nv-B 7 12.4+0.7 11.9+1.0 13.6+0.9 12.5+0.8

Nv-lI=seccién del Nervio vago izquierdo, Nv-D=seccién del Nervio vago derecho, Nv-
B=seccion de ambos Nervio vago.
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIECTOMIA UNILATERAL

Solamente en Diestro-1, la ovariectomia unilateral resulté en mayor numero de
ovocitos liberados en cada ovario, respecto a lo observado en animales con
laparotomia (Grafica 4 A). En los animales con ovariectomia izquierda en ambas
etapas del diestro no se presentaron alteraciones en la masa corporal o la de los
organos respecto a lo registrado en el grupo con laparotomia, mientras que en
aguellos con ovariectomia derecha en el Diestro-2 se presenté aumento de la masa

del ovario izquierdo respecto a la del grupo con laparotomia (Cuadros 5y 6).

A) B)
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Gréfica 4: Tasa de animales ovulantes y media = e.e.m. del niumero de ovocitos
liberados en animales con laparotomia u ovariectomia unilateral a las 9:00 h en los
dias del Diestro-1 (A) y Diestro-2 (B) y que fueron sacrificados a las 9:00 h en el dia del
estro vaginal. *p<0.05 vs grupo con laparotomia, (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U”
de Mann-Whitney). Ol=ovario Izquierdo, OD=ovario derecho, Ol+OD=suma de los ovocitos
liberados por el ovario izquierdo y el derecho, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-D=
ovariectomia derecha.
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Cuadro 5: Media £ e.e.m. de la masa corporal y de los drganos de los animales con

laparotomia u Ovariectomia unilateral a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del Grupo N Masa Corporal Utero (mg/100 M?;a /Ai%:)enal
ciclo estral P (9) g M.C) I?/I C) g
Laparotomia 7 235.4+4.6 142.6+10.5 20.9+1.7
Diestro-1 Ovx-I 7 253.6+8.8 148.145.7 18.0+£1.0
Ovx-D 7 239.7+5.2 120.8+6.2 18.3+1.0
Laparotomia 7 241.6+7.9 126.4+11.0 19.5+1.9
Diestro-2 Ovx-l 7 263.4+11.0 155.8+13.6 23.2+1.7
Ovx-D 7 239.6+6.1 137.4+7.5 22.8+0.9

M.C.= Masa corporal, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-D=ovariectomia derecha.

Cuadro 6: Media + e.e.m. de la masa del ovario in situ y adrenal de animales con
laparotomia u Ovariectomia unilateral a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del _ ngrio Ovario _Adr_enal Adrenal
ciclo Grupo N izquierdo derecho izquierda derecha
estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C.) M.C.) M.C.)
Laparotomia 7 11.3+0.8 11.3£0.5 11.2+£1.2 9.7+0.7
Diestro-1 Ovx-I 7 extirpado 13.5+1.1 9.4+0.7 8.6x1.0
Ovx-D 7 12.8+0.5 extirpado 9.5+£0.5 8.8+0.7
Laparotomia 7 10.1+0.9 10.9+0.8 10.3+0.9 9.2+1.2
Diestro-2 Ovx-I 7 extirpado 13.2+1.1 12.7+£1.0 10.5+£0.7
Ovx-D 7 12.9+0.8* extirpado 11.9+0.7 10.9+0.6

*p<0.05 vs grupo con Laparotomia

en Diestro-2

I=ovariectomia izquierda, Ovx-D=ovariectomia derecha.

(Prueba de “t” de Student). Ovx-
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIO DERECHO INERVADO

La seccién del Nervio vago izquierdo seguida de la ovariectomia izquierda (Nv-
[+Ovx-1) en el dia del Diestro-1 resulta en mayor numero de ovocitos liberados por el
ovario derecho in situ respecto a lo registrado en animales que solo tenian la seccion
del Nervio vago izquierdo. En cambio, la operacién inversa, es decir ovariectomia
izquierda seguida de la seccion del nervio vago ipsilateral a la seccion resulta en
bloqueo de la ovulacion en 1/7 animales que fueron sometidos a dicha cirugia, y el
animal que ovul6 solo liberd seis ovocitos, respecto a lo observado en animales con

ovariectomia izquierda (Gréfica 5 A).

Ambos tratamientos experimentales en la etapa del Diestro-2 resultaron en
diminucion de la TAO, aunque esta disminucion solo fue significativa en animales con
ovariectomia izquierda seguida de la seccion del nervio vago ipsilateral a la seccion
(Gréfica 5 B).

La Ovariectomia izquierda seguida de la seccion del Nervio vago izquierdo
(Ovx-1+Nv-I) realizada en Diestro-1 resulta en aumento de la masa de la adrenal
izquierda y consecuentemente de la suma de la masa de ambas adrenales, respecto

a lo observado en animales con ovariectomia izquierda (Cuadros 7 y 8).

La Ovx-I+Nv-I en Diestro-2 se observa menor masa corporal en comparacion
con la de los animales que Unicamente carecen del ovario izquierdo (Ovx-l) (Cuadros
7y 8).

Los tratamientos no resultaron en cambios en la masa del Utero respecto a la

de los animales control (Cuadros 7 y 8).
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Gréfica 5: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en ratas con seccidon del Nervio vago izquierdo y ovariectomia ipsilateral, o
con ovariectomia izquierda y seccion de Nervio vago ipsilateral alas 9:00 h en los dias
del Diestro-1 (A) y Diestro-2 (B) y que fueron sacrificados a las 9:00 h en el estro
vaginal. *p<0.05 vs grupo con Nv-I en Diestro-1 (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de
Mann-Whitney), & p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1 (prueba exacta de Fisher “F”), &
p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-2 (prueba exacta de Fisher “F”). OD=ovario derecho,
Nv-I=seccién del Nervio vago izquierdo, Nv-I+Ovx-I= seccion del Nervio vago izquierdo
seguida de ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-I+Nv-I= ovariectomia
izquierda seguida de seccion de Nervio vago izquierdo.
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Cuadro 7: Media = e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de animales con
seccion del Nervio vago izquierdo, Seccion del Nervio vago izquierdo seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con Ovariectomia izquierda seguida
de seccion de Nervio vago izquierdo a las 09:00 h en los dias del diestro.

Utero
Etapa del Masa Corporal Masa Adrenal
ciclo estral Grupo (@) (m'a/(ljo)o 9 (mg/100 g M.C.)
Nv-I 7 252.0+5.9 153.2+8.3 23.4+3.4
Nv-I1+Ovx-I 7 241.3+4.9 140.7+11.6 21.5+3.1
Diestro-1 Ovx-| 7 253.6+8.8 148.145.7 18.0+1.0
OvX-I+Nv-I 7 240.3+5.8 148.5+14.1 25.0£1.7*
Nv-I 7 239.0+6.3 125.1+8.1 22.1+1.1
Nv-I1+Ovx-I 7 250.4+8.2 139.2+9.0 19.7+1.1
Diestro-2
Ovx-l 7 263.4+11.0 155.8+13.6 23.2+1.7
Ovx-1+Nv-I 7 225.0+9.0¢ 136.9+12.9 24.0+1.2

*p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1, ¢p<0.05 vs grupo con Ovx-| en Diestro-2 (Prueba
de “t” de Student). M.C.=Masa corporal, Nv-I= Seccién del Nervio vago izquierdo, Nv-I +Ovx-
I=Seccibén del Nervio vago izquierdo seguida de ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia
izquierda, Ovx-1+Nv-I=ovariectomia izquierda seguida de seccion de Nervio vago izquierdo.
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Cuadro 8: Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho in situ y adrenal de animales
con seccion del Nervio vago izquierdo, Seccidn del Nervio vago izquierdo seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con Ovariectomia izquierda seguida
de seccion de Nervio vago izquierdo a las 09:00 h en los dias del diestro.

Adrenal

Etapa del Grupo Ovario derecho izquierda dAgrreeCnha;
ciclo estral (mg/100 g M.C.) (ml?/lllco;) g (Mg/100 g M.C.)

Nv-I 7 12.5+£0.7 13.7£2.9 9.7£1.1
Nv-1+Ovx-I 7 11.9+0.8 12.7£3.1 8.8+1.0
Diestro-1 Ovx-| 7 13.5+1.1 9.4+0.7 8.6+1.0
Ovx-1+Nv-| 7 12.6x1.1 13.4+£0.9* 11.6x£1.1
Nv-I 7 10.0+0.6 11.5+£0.5 10.5+0.7
Nv-1+Ovx-I 7 10.9+£1.0 10.4+£0.5 9.3+0.8

Diestro-2
Ovx-I 7 13.2+1.1 12.7£1.0 10.5+0.7
Ovx-1+Nv-| 7 14.2+£1.0 12.9+0.5 11.1+£0.9

*p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1 (prueba de “t” de Student). Nv-I=seccion del Nervio
vago izquierdo, Nv-I+Ovx-I= seccion del Nervio vago izquierdo seguida de ovariectomia
izquierda, Ovx-l= ovariectomia izquierda, Ovx-lI+Nv-I= ovariectomia izquierda seguida de
seccion de Nervio vago izquierdo.
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIO DERECHO DENERVADO

En la Grafica 6 B se observa que Unicamente la seccion del Nervio vago derecho
seguida de la Ovariectomia izquierda (Nv-D+Ovx-I) en el dia del Diestro-2 resulté en
menor numero de ovocitos liberados por el ovario derecho in situ. En contraste, el
tratamiento inverso (Ovx-1+Nv-D), realizado en ambos dias del diestro, no produjo
alteraciones en la tasa de animales ovulantes o en el nimero de ovocitos liberados
(Grafica 6 Ay B).
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Grafica 6: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos
liberados en animales con seccién del Nervio vago derecho, seccién del Nervio vago
derecho seguida de ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con
ovariectomia izquierda seguida de seccion de Nervio vago derecho alas 9:00 h en los
dias del Diestro-1 (A) y Diestro-2 (B). *p<0.05 vs grupo con Nv-D en Diestro-2 (Kruskall
Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney). OD=0Ovario derecho, Nv-D=seccion del
Nervio vago derecho, Nv-D+Ovx-l=secciéon del Nervio vago derecho seguida de
ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-l1+Nv-D=ovariectomia izquierda
seguida de seccion de Nervio vago derecho.
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La masa de la adrenal izquierda y consecuentemente de la masa de ambas

adrenales es mayor en los animales con Ovariectomia izquierda seguida de seccion

del Nervio vago derecho (Ovx-1+Nv-D) en el dia del Diestro-1 (Cuadros 9y 10).

En los animales con seccién del Nervio vago derecho seguido de ovariectomia

contralateral a la secciéon (Nv-D+Ovx-l) en el Diestro-2, solo se registré6 menor masa

corporal (Cuadro 9).

Cuadro 9: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los érganos de animales con
seccion del Nervio vago derecho, seccion del Nervio vago derecho seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con ovariectomia izquierda seguida
de seccion de Nervio vago derecho alas 09:00 h en los dias del diestro.

Utero
Etapa del M.C. Masa Adrenal
ciclo estral Grupo : (@) (m’?/lllco)o 9 (mg/100 g M.C))
Nv-D 7 238.615.5 149.2+9.0 22.5+0.9
Nv-D+0Ovx-I 7 229.7+8.3 137.5+12.8 21.1+1.7
Diestro-1 Ovx-I 7 253.6+8.8 148.145.7 18.0+1.0
Ovx-1+Nv-D 7 244.7+6.6 134.245.5 23.5+1.4*
Nv-D 7 232.145.9 143.0+6.9 22.3+2.2
Nv-D+Ovx-I 7 251.3+4.54 167.3+12.5 24.6+1.2
Diestro-2
Ovx-I 7 263.4+11.0 155.8+13.6 23.2+1.7
Ovx-l+Nv-D 7 242.9455 140.0+3.9 22.6x0.4

*p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1, #p<0.05 vs grupo con Nv-D en Diestro-2 (prueba
de “t” de Student). M.C.=Masa corporal, Nv-D=seccion del Nervio vago derecho, Nv-D+Ovx-
I=seccién del Nervio vago derecho seguida de ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia
izquierda, Ovx-1+Nv-D=ovariectomia izquierda seguida de seccién de Nervio vago derecho.
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Cuadro 10: Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho in situ y adrenal de animales
con secciéon del Nervio vago derecho, seccion del Nervio vago derecho seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con ovariectomia izquierda seguida
de seccion de Nervio vago derecho alas 09:00 h en los dias del diestro.

Ovario Adrenal Adrenal

Etapa del Grupo N derecho izquierda derecha
ciclo estral (mg/100 g (mg/100 g (Mg/100 g M.C.)
M.C.) M.C.) g/iov g ML

Nv-D 7 11.2+0.5 12.5+0.8 10.1+0.3

Nv-D+Ovx-I 7 13.1+0.8 11.5+0.7 11.5+0.7

Diestro-1 Ovx-I 7 13.5+1.1 9.4+0.7 8.6+1.0

Ovx-I+Nv-D 7 13.9+0.7 12.5+0.6* 10.9+0.9

Nv-D 7 11.2+1.2 11.5+£1.0 10.8+£1.3

Nv-D+Ovx-I 7 12.5+0.7 12.7£1.2 11.9+0.6

Diestro-2
Ovx-I 7 13.2+1.1 12.7£1.0 10.5+0.7
Ovx-I+Nv-D 7 12.1+0.5 13.7+£0.7 8.9+1.0

* p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1 (prueba de “t” de Student). Nv-D=seccién del
Nervio vago derecho, Nv-D+Ovx-l=seccion del
ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-I+Nv-D=ovariectomia izquierda
seguida de seccién de Nervio vago derecho.

Nervio vago derecho seguida de
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIO DERECHO Y DENERVACION VAGAL BILATERAL

En los animales con seccion de ambos Nervios vago y ovariectomia izquierda (Nv-
B+Ovx-1) en el Diestro-1 se presentd menor nimero de animales ovulantes, aunque
sin ser estadisticamente significativo respecto al de los animales con seccion de
ambos nervios vago (Nv-B). En contraste, cuando primero se extirpa el ovario
izquierdo y enseguida se elimina el aporte neural (Ovx-1+Nv-B) se presentd un
bloqueo total de la ovulacion (Gréafica 7 A). Esta respuesta es la misma en la etapa
del Diestro-2, pero donde primero se elimina el aporte neural y luego el hormonal
(Gréfica 7 B).
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Gréfica 7: Tasa de animales ovulantes y media = e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en animales con seccién bilateral del Nervio vago, seccidon bilateral del
Nervio vago y ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda u ovariectomia izquierda
y seccion bilateral del Nervio vago a las 9:00 h en los dias del Diestro-1 /A) y Diestro-2
(B). #p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1; ¢p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-2
(prueba exacta de Fisher “F”), ¥p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-1; & p<0.05 vs grupo
con Nv-B en Diestro-2 (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney),
OD=ovario derecho, Nv-B=seccién bilateral del Nervio vago, Nv-B+Ovx-lI=seccién bilateral
del Nervio vago y ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-lI+Nv-B=
ovariectomia izquierda y seccion bilateral del Nervio vago.
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Los animales con seccion bilateral del Nervio vago seguida de la ovariectomia
izquierda (Nv-B+Ovx-l) en el Diestro-1 mostraron menor masa corporal y mayor
masa del ovario derecho in situ, en comparacion con la de su grupo control (Cuadros
11 y 12). La misma cirugia en el Diestro-2 resultd en menor masa de la adrenal
izquierda y como consecuencia de la suma de la masa de ambas adrenales
(Cuadros 11y 12).

La ovariectomia izquierda seguida de seccién bilateral de Nervio vago (Ovx-
I+Nv-B) en el Diestro-2 trajo consigo menor masa del Gtero, de la adrenal derecha y
en la suma de la masa de ambas adrenales respecto a la de sus grupo control
(Cuadros 11y 12).

Cuadro 11: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de animales con
seccion bilateral del Nervio vago, seccion bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con ovariectomia izquierda seguida
de seccion bilateral de Nervio vago a las 09:00 h en los dias del diestro.

Utero
Etapa del M.C. Masa Adrenal
ciclo estral Grupo n (@) (ml\%/éo)o 9 (mg/100 g M.C))
Nv-B 7 262.9+10.5 130.9+7.7 20.6+1.8
Nv-B+Ovx-I 7 232.6+7.3* 168.3+19.8 19.9+1.0
Diestro-1 Ovx-l 7 253.6+8.8 148.145.7 18.0+1.0
Ovx-l+Nv-B 7 243.916.8 166.0+18.4 19.3+1.5
Nv-B 7 219.9+11.3 146.1+4.8 26.1+1.6
Nv-B+Ovx-I 7 246.3+6.6 137.7£16.8 19.7+1.9v
Diestro-2
Ovx-I 7 263.4+11.0 155.8+13.6 23.2+1.7
Ovx-1+Nv-B 7 214.7+8.07 116.9+5.24 17.8+1.1¢

*p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-1, ¥p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-2, 5p<0.05
vs grupo con Ovx-l en Diestro-2, #p<0.05 vs grupo con Ovx-l en Diestro-2, +p<0.05 vs
grupo con Ovx-l1 en Diestro-2 (prueba de “t” de Student). M.C.=Masa corporal, Nv-
B=seccion bilateral del Nervio vago, Nv-B+Ovx-lI=seccién bilateral del Nervio vago y
ovariectomia izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-l1+Nv-B=ovariectomia izquierda y
seccion bilateral del Nervio vago.
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Cuadro 12: Media + e.e.m. de la masa del ovario derecho in situ y adrenal de animales
con seccién bilateral del Nervio vago, seccién bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia izquierda, ovariectomia izquierda o con ovariectomia izquierda seguida
de seccion bilateral del Nervio vago a las 09:00 h en los dias del diestro.

Ovario Adrenal

. . Adrenal

Etapa del Grupo N derecho izquierda derecha
ciclo estral (mg/100 g (mg/100 g (Mg/100 g M.C.)
M.C.) M.C.) g/iov g ML

Nv-B 7 9.6+1.0 11.2+1.5 9.4+0.8

Nv-B+Ovx-I 7 13.0+0.7+ 10.1+0.8 9.8+0.7

Diestro-1 Ovx-I 7 13.5+1.1 9.4+0.7 8.6+1.0

Ovx-1+Nv-B 7 11.2+1.0 9.4+1.2 9.9+0.8

Nv-B 7 11.9+1.0 13.6x0.9 12.5+0.8

Nv-B+Ovx-I 7 10.6x1.1 10.2+0.9* 9.5+1.3

Diestro-2
Ovx-I 7 13.2+1.1 12.7+1.0 10.5+0.7
Ovx-1+Nv-B 7 12.8+£1.5 10.2+0.7 7.511.04

4p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-1, *p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-2, 4p<0.05
vs grupo con Ovx-l en Diestro-2 (prueba de “t” de Student). Nv-B=seccion bilateral del
Nervio vago, Nv-B+Ovx-I=seccion bilateral del Nervio vago seguida de ovariectomia
izquierda, Ovx-l=ovariectomia izquierda, Ovx-lI+Nv-B=ovariectomia izquierda seguida de
seccion bilateral del Nervio vago.
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RESPUESTA OVULATORIA Y DE LA MASA DE LOS ORGANOS DE LOS
ANIMALES CON OVARIO IZQUIERDO INERVADO

La ovariectomia derecha y seccion de Nervio vago derecho (Ovx-D+Nv-D) en el
Diestro-1 result6 en menor TAO y numero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo in situ, lo que se acompafnoé del aumento de la masa del ovario, del Utero y
de las adrenales en relacion a lo registrado en su grupo control (Grafica 8 A y
Cuadros 13 y 14). En los animales con Nv-D+Ovx-D, no se presentaron alteraciones
respecto a su grupo control (Grafica 8 Ay By, Cuadrol3 y 14). Ambas cirugias en el

Diestro-2 no resultaron en cambios en los parametros evaluados (Cuadros 13 y 14).
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Gréfica 8: Tasa de animales ovulantes y media = e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en animales con seccidn del Nervio vago derecho, Seccién del Nervio vago
derecho y ovariectomia derecha, ovariectomia derecha u Ovariectomia derecha y
seccion de Nervio vago derecho alas 9:00 h en los dias del Diestro-1y Diestro-2 y que
fueron sacrificados alas 09:00 h en el dia del estro vaginal. *p<0.05 vs grupo con Ovx-D
en Diestro-1 (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de Mann-Whitney), §p<0.05 vs grupo
con Ovx-D en Diestro-1 (prueba exacta de Fisher). Ol=ovario izquierdo, Nv-D=seccién del
Nervio vago derecho, Nv-D+Ovx-D=seccion del Nervio vago derecho y ovariectomia
derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-D=ovariectomia derecha y seccién de
Nervio vago derecho.
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Cuadro 13: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de animales con
seccion del Nervio vago derecho, seccion del Nervio vago derecho seguida de
ovariectomia derecha, ovariectomia derecha o con ovariectomia derecha seguida de
seccion de Nervio vago derecho alas 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del Grupo n M.C. Utero Masa Adrenal
ciclo estral (9) (mg/100 g M.C.) (mg/100 g M.C.)
Nv-D 7 238.615.6 149.2+9.0 22.5+0.9
Nv-D+Ovx-D 7 246.0+6.2 142.9+10.8 25.6+1.7
Diestro-1 Ovx-D 7 239.745.2 120.8+6.2 18.3+1.0
Ovx-D+Nv-D 7 238.4+9.5 161.0£15.24 23.2+1.8J3
Nv-D 7 232.145.9 143.016.9 22.3+2.2
Nv-D+Ovx-D 7 225.0+5.5 131.0+5.8 23.7£2.5
Diestro-2
Ovx-D 7 239.616.1 137.4+7.5 22.8+0.9
Ovx-D+Nv-D 7 226.618.4 131.3+5.1 24.4+£1.5

#p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1, #p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1
(prueba de “t” de Student). M.C.=Masa corporal, Nv-D=seccién del Nervio vago derecho,
Nv-D+Ovx-D= seccién del Nervio vago derecho seguida de ovariectomia derecha, Ovx-
D=ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-D=ovariectomia derecha seguida de seccion de Nervio
vago derecho.
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Cuadro 14: Media + e.e.m. de la masa del ovario izquierdo in situ y adrenal de
animales con seccion del Nervio vago derecho, seccion del Nervio vago derecho
seguida de ovariectomia derecha, ovariectomia derecha o con ovariectomia derecha
seguida de seccion de Nervio vago derecho alas 09:00 h en los dias del diestro.

Ovario Adrenal Adrenal

Etapa del Grupo n izquierdo izquierda derecha
ciclo estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C.) M.C.)

Nv-D 7 12.7+0.8 12.5+0.8 10.1+0.3

Nv-D+Ovx-D 7 11.9+1.3 14.0+0.9 11.740.9

Diestro-1 Ovx-D 7 12.8+0.5 9.5+0.5 8.8+0.7
Ovx-D+Nv-D 7 15.5+0.8% 11.2+1.3 12.0+0.8r

Nv-D 7 11.8+0.7 11.5+1.0 10.8+1.3

Nv-D+Ovx-D 7 13.8+1.1 12.5+1.8 11.2+1.0

Diestro-2

Ovx-D 7 12.9+0.8 11.9+0.7 10.940.6

Ovx-D+Nv-D 7 13.7£1.0 12.7+0.4 11.7£1.2

¥p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1, /p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1
(prueba de “t” de Student). Nv-D=seccién del Nervio vago derecho, Nv-D+Ovx-D=seccion
del Nervio vago derecho seguida de ovariectomia derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha,
Ovx-D+Nv-D=ovariectomia derecha seguida de seccion de Nervio vago derecho.
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIO IZQUIERDO DENERVADO

En el Grafica 9 A y B se observa que ningun tratamiento donde el ovario izquierdo
gueda inervado, realizado en el Diestro-1, origind alteraciones en los parametros
evaluados. Sin embargo, al realizar la ovariectomia derecha seguida de seccion de
Nervio vago izquierdo (Ovx-D+Nv-l) en el Diestro-2, se presentd menor tasa de

animales ovulantes respecto a la de su grupo control.

A) B)
14 14 -
12 | 37 4/7 12
7/7
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M Nv-l B Nv-l+Q0vx-D MOvx-D M Ovx-D+ Nv-I

Grafica 9: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos
liberados en animales con seccién del Nervio vago izquierdo, seccion del Nervio vago
izquierdo seguida de ovariectomia derecha, ovariectomia izquierda o con
ovariectomia derecha seguida de seccién de Nervio vago izquierdo a las 9:00 h en los
dias del Diestro-1 (A) Y Diestro-2 (B) y que fueron sacrificados alas 9:00 h en el dia del
Estro vaginal. *p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-2 (prueba exacta de Fisher “F”).
Ol=ovario izquierdo, Nv-lI=seccion del Nervio vago izquierdo, Nv-I+Ovx-D=seccion del
Nervio vago izquierdo seguida de ovariectomia derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha, Ovx-
D+Nv-I=ovariectomia derecha seguida de seccién de Nervio vago izquierdo.
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Por otro lado, tanto la masa del utero (Cuadro 15) como de la adrenal izquierda
(Cuadro 16) aumentaron en animales a los que se les extirp6 el ovario derecho y
posteriormente se seccion6 el Nervio vago izquierdo (Ovx-D+Nv-I), esto Unicamente
cuando dicho tratamiento se llevé a cabo en el dia del Diestro-1. Los tratamientos en
el Diestro-2 no resultaron en alteraciones respecto a sus grupos control (Cuadros 15
y 16).

Cuadro 15: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de animales con
seccion del Nervio vago izquierdo, seccion del Nervio vago izquierdo seguida de
ovariectomia derecha, ovariectomia derecha o con ovariectomia derecha seguida de
seccion de Nervio vago izquierdo a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del Utero (mg/100g  Masa Adrenal

ciclo estral Grupo n M.C. (9) M.C.) (mg/100g M.C.)
Nv-I 7 252.0+5.9 153.2+8.3 23.4+3.4
Nv-I+Ovx-D 7 240.4+8.7 137.545.3 21.8+0.9
Diestro-1 Ovx-D 7 239.7+5.2 120.846.2 18.3+1.0
Ovx-D+Nv-l 7 237.0+6.4 165.8+16.84 21.8+1.5
Nv-I 7 239.0+6.3 125.1+8.0 22.1+1.1
Nv-I+Ovx-D 7 227.1+7.2 142.7+9.6 20.8+1.8
Diestro-2
Ovx-D 7 239.6+6.1 137.4+7.5 22.8+0.9
Ovx-D+Nv-l 7 239.1+8.6 121.9+13.0 22.242.9

#p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1 (prueba de “t” de Student). M.C.=Masa corporal,
Nv-I=seccién del Nervio vago izquierdo, Nv-1+Ovx-D=seccién del Nervio vago izquierdo
seguida de ovariectomia derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-I=ovariectomia
derecha seguida de seccién de Nervio vago izquierdo.
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Cuadro 16: Media = e.e.m. de la masa del ovario izquierdo in situ y cada adrenal de
animales con seccién del Nervio vago izquierdo, Seccién del Nervio vago izquierdo
seguida de ovariectomia derecha, ovariectomia derecho o con Ovariectomia derecha
seguida de seccion de Nervio vago izquierdo a las 09:00 h en los dias del diestro.

Ovario Adrenal Adrenal

Etapa del Grupo n izquierdo izquierda derecha
ciclo estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C.) M.C.)

Nv-I 7 11.3+0.9 13.7+2.9 9.741.1

Nv-1+Ovx-D 7 12.8+0.4 11.3+0.6 10.6+0.5

Diestro-1 Ovx-D 7 12.840.5 9.5+0.5 8.8+0.7
OvXx-D+Nv- 7 13.2+0.7 11.540.7¢ 10.3£1.0

Nv-I 7 9.740.5 11.5+0.5 10.5+0.7

Nv-1+Ovx-D 7 10.6£1.0 12.1+1.0 8.7£1.3

Diestro-2

Ovx-D 7 12.9+0.8 11.9+0.7 10.9+0.6

OvX-D+Nv- 7 13.2+1.1 11.5+1.6 10.6+1.5

4p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1 (prueba de “t” de Student). Nv-lI=seccién del
Nervio vago izquierdo, Nv-I+Ovx-D=seccion del Nervio vago izquierdo seguida de
ovariectomia derecha, Ovx-D= ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-I=ovariectomia derecha
seguida de seccién de Nervio vago izquierdo.
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RESPUESTA OVULATORIA Y MASA DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
CON OVARIO IZQUIERDO Y DENERVACION VAGAL BILATERAL

La seccién de ambos Nervios vago seguida de la ovariectomia derecha (Nv-B+Ovx-
D) en el Diestro-1 resultd en aumento en el nimero de ovocitos liberados (Gréafica 10
A) y de la masa del utero en relacion a su grupo control (Cuadros 17 y 18), mientras
que en Diestro-2 trajo consigo disminucion de la TAO (Gréfica 10 B) y de la masa
corporal (Cuadros 17 y 18). La operacion inversa (Ovx-D+Nv-B) en Diestro-1 trajo
consigo disminucion en la TAO (Grafica 10 A) y aumento de la masa de la adrenal

izquierda (Cuadros 17 y 18).
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Grafica 10: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos
liberados en animales con seccién bilateral del Nervio vago, seccidon bilateral del
Nervio vago y ovariectomia derecha, ovariectomia derecha, u ovariectomia derecha 'y
seccion bilateral del Nervio vago a las 9:00 h en los dias del Diestro-1 (A) y Diestro-2
(B). #p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-1 (Kruskall Wallis seguida de la prueba “U” de
Mann-Whitney), Xp<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1, %p<0.05 vs grupo con Nv-B en
Diestro-2 (prueba exacta de Fisher “F”). Nv-B=seccion bilateral del Nervio vago, Nv-B+Ovx-
D=seccioén bilateral del Nervio vago y ovariectomia derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha,
Ovx-D+Nv-B=ovariectomia derecha y seccion bilateral del Nervio vago.
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Cuadro 17: Media + e.e.m. de la masa corporal y de los 6rganos de animales con
seccion bilateral del Nervio vago, seccion bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia derecha, ovariectomia derecha o con ovariectomia derecha seguida de
seccion bilateral de Nervio vago a las 09:00 h en los dias del diestro.

Etapa del M.C. Utero Masa Adrenal
ciclo estral Grupo n @) (mg/100 g (mg/100 g
M.C.) M.C.)
Nv-B 7 262.9+10.5 130.9+7.7 20.6%1.8
Nv-B+Ovx-D 7 250.7+7.9 164.5+9.4¢ 20.5+0.9
Diestro-1 Ovx-D 7 239.745.2 120.8+6.2 18.3+1.0
Ovx-D+Nv-B 7 230.9+8.2 125.5+7.7 21.2+2.1
Nv-B 7 219.9+11.3 146.1+4.8 26.1+1.6
Nv-B+Ovx-D 7 230.7+3.4 136.445.5 20.0+3.2
Diestro-2
Ovx-D 7 239.616.1 137.4+7.5 22.8+0.9
Ovx-D+Nv-B 7 223.6x3.4% 134.9+7.3 25.4+1.1

4p<0.05 vs grupo con Nv-B en Diestro-1, #p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-2 (prueba
de “t” de Student). Nv-B=seccion bilateral del Nervio vago, Nv-B+Ovx-D=seccion bilateral del
Nervio vago seguida de ovariectomia derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-
B=ovariectomia derecha seguida de seccién bilateral del Nervio vago.
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Cuadro 18: Media + e.e.m. de la masa del ovario izquierdo in situ, adrenal de animales
con seccién bilateral del Nervio vago, seccién bilateral del Nervio vago seguida de
ovariectomia derecha, ovariectomia derecha con ovariectomia derecha seguida de
seccion bilateral del Nervio vago alas 09:00 h en los dias del diestro.

Ovario Adrenal Adrenal

Etapa del Grupo n izquierdo izquierda derecha
ciclo estral (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g

M.C.) M.C.) M.C.)

Nv-B 7 9.9+0.8 11.2+1.5 9.4+0.8

Nv-B+Ovx-D 7 12.2+0.8 10.5+0.5 9.9+0.6

Diestro-1 Ovx-D 7 12.8+0.5 9.5+0.5 8.8+0.7

Ovx-D+Nv-B 7 12.5+0.7 12.5+0.84 8.8+1.5

Nv-B 7 12.4+0.7 13.6+0.9 12.5+0.8

Nv-B+Ovx-D 7 12.3+1.2 10.5+1.8 9.5+1.5

Diestro-2

Ovx-D 7 12.9+0.8 11.9+0.7 10.940.6

Ovx-D+Nv-B 7 13.2+1.2 12.9+0.5 12.5+0.7

#p<0.05 vs grupo con Ovx-D en Diestro-1(prueba de “t” de Student). Nv-B=seccion bilateral
del Nervio vago, Nv-B+Ovx-D=seccion bilateral del Nervio vago seguida de ovariectomia
derecha, Ovx-D=ovariectomia derecha, Ovx-D+Nv-B=ovariectomia derecha seguida de
seccion bilateral del Nervio vago.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio muestran que los Nervios vago en los dias del
Diestro-1 y Diestro-2 participan de manera asimétrica en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacién, con lo cual se apoya la hipétesis de que la
inervacion vagal que reciben los ovarios en los dias del diestro del ciclo estral modula
de manera diferencial la accion de las gonadotropinas sobre el compartimiento
folicular y, que los Nervios vago envian y reciben informaciéon de ambos ovarios
hacia el SNC, la cual varia en funcion del dia del ciclo estral, del Nervio y del ovario

in situ, y de la forma en que se realizan las cirugias.

La disminucién en el nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho de
los animales sometidos a laparotomia ventral en Diestro-1, muestra claramente que
dicho tratamiento fue un “factor estresante” que alterd la funcién del eje hipotalamo-

hipdfisis-ovario a través del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.

Es conocido que el estrés interrumpe la correcta funcion del sistema endocrino
y se origina a partir de diversas causas, por ejemplo: el manejo, transporte,
condiciones climaticas, etc. al que son sometidos los animales en tratamiento. Uno
de los principales controladores del estrés es la CRH que al ser liberada en la
eminencia media llega a los corticotropos de la adenohipdfisis y estimula la secrecion
de ACTH. Esta hormona es liberada al torrente sanguineo y estimula en la zona
fasciculada de la corteza adrenal la secrecion de progesterona y glucocorticoides
(corticosterona), que al incrementar su secrecion suprime la liberacion de GnRH
(Armstrong, 1986; Stratakis y Chrousos, 1995; Kalantaridou et al., 2004) y por ende,
altera la secrecién de las gonadotropinas que se traduce en alteraciones de la

ovulacion.

Es posible sugerir que la anestesia seguido de la laparotomia son factores
estresantes que alteran los ejes hipotalamo-hipofisis-adrenal e hipotalamo-hipofisis-

ovario que ocasiona disminucién en la concentracién sérica de estradiol y sus
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receptores citoplasmaticos en hipotalamo e hipofisis que son importantes para la

liberacién de gonadotropinas (Arata et al., 1982; Findlay et al., 2001).

En apoyo a esta idea, estdn los resultados obtenidos por Engeland y
colaboradores, 1977, quienes mostraron que el estrés inducido por la cirugia resulto

en aumento de las concentraciones plasmaticas ACTH y de glucocorticoides.

Se ha mostrado que en animales sometidos a la anestesia con éter las células
del nucleo paraventricular incrementan el contenido de ARNm que codifica para la
sintesis y liberacién de neurotensina, un neuropéptido relacionado con la secrecién
de CRH (Watts, 1991).

En los animales con laparotomia ventral en Diestro-1 también se registrd
mayor masa de las adrenales, lo que podria sugerir su mayor actividad al ser

estimuladas por la ACTH liberada de la adenohipdfisis.

Cabe mencionar que la sensibilidad de ambos ovarios a la laparotomia en el
Diestro-1 es diferente, y aunque no es estadisticamente significativo, el ovario
izquierdo libera un mayor nimero de ovocitos que su grupo control. Esta respuesta
asimétrica ante el mismo estimulo se ha explicado a través de la inervacion que
reciben los ovarios, ya que se ha mostrado que el ovario derecho recibe mas

inervacion que el ovario izquierdo (Klein y Burden, 1980).

Otra posible explicacion de los efectos de la laparotomia, es que al realizar
dicha cirugia estamos activando las fibras que inervan al peritoneo, el cual llevaria
informacion al SNC y tendria como respuesta la alteraciébn del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario que resulta en la disminucién del numero de ovocitos liberados por el
ovario derecho. Se ha mostrado que la estimulacion quimica del peritoneo suprime la
motilidad gastrica a través de mecanismos vagales (compuestos por fibras aferentes
del nervio vago originadas en el ganglio nodoso) y espino-vagales reflejos

(compuestos de fibras aferentes de los nervios simpaticos y axones eferentes
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vagales) (Glise y Abrahamsson, 1980). Con base en esta evidencia y siguiendo la
misma linea de investigacion, afios mas tarde se mostro que la mayor parte del
peritoneo parietal recibe inervacién sensorial proveniente del ganglio de la raiz
dorsal, mientras que el peritoneo visceral recibe inervacion por parte de los nervios

espinales y del nervio vago (Tanaka et al., 2002).

Ademés de la estimulacion en la sintesis y liberacion de CRH, diversos
reportes experimentales sugieren que el estrés produce dos procesos fisiologicos
generales. Por una parte, puede inducir reduccion en la ingesta de alimento y
disminucién de la masa corporal (Harris et al., 1998; Rybkyn et al., 1997; Valles et al.,
2000) y, por la otra, puede propiciar obesidad a partir de la sobre—ingesta alimenticia
(Boggiano et al., 2005; Corwin y Buda—Levin, 2004; Hagan et al., 2003; Pecoraro et
al., 2004).

El equipo de Newsome (1973) publicd que el estrés originado a partir de un
procedimiento quirargico generalmente se traduce en anorexia prolongada y pérdida
de masa corporal que es proporcional a la gravedad de la lesion. En ese sentido, se
ha propuesto que los mecanismos neuronales adaptativos al aumento de CRH
podrian estar modulando las alteraciones enddcrinas asi como la conducta a lo largo
de este padecimiento, ya que en ratas tratadas con la hormona a intervalos de
tiempo largos y contantes se observa una progresiva disminucion en la ingesta

alimenticia y en la masa corporal (Shibasaki et al., 1988; Khran et al., 1990).

En el higado las hormonas del estrés promueven la formacién de glucosa a
partir de la degradaciéon de lipidos, proteinas y glucégeno con lo cual la
concentracion de glucosa en la sangre aumenta y si no hay correcta captacion de
glucosa por falta de receptores a insulina, éste tendra que descomponer las
reservas almacenadas en musculo y tejido adiposo en un intento de proporcionar

energia a las células necesitadas (Grasa, 2004; Joseph y Gortari, 2007).
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Se ha evidenciado que la inervacion que llega al sistema reproductor de la rata
hembra establece una conexion neural entre éste y el SNC, por lo que la informacion
que transita mediante el Nervio vago juega un papel de gran importancia ya que
modula la accion de las gonadotropinas en el ovario (Allen et al., 1985; Chavez et al.,
1987; Collins et al., 1999; Gerendai et al., 2000, 2002; Nance et al., 1988; Ortega et
al., 1990).

El alargamiento del ciclo estral por 24 horas que se observl en los animales
con ambos ovarios y seccion de ambos Nervios vago nos sugiere que en este dia
del ciclo la integridad de ambos Nervios vago es fundamental para mantener la
periodicidad del mismo, quiza porque dicha inervacion participa en el control del
desarrollo y actividad del cuerpo llteo, de tal forma que la falta de informacion vagal
disminuye la liberacién de LH, la esteroidogénesis latea (cuyo producto principal es la
progesterona) y la actividad de la enzima 3B3-HSD (Allen, 1985; Lawrence et al.,
1978), al inhibir el proceso de lutedlisis (por la inhibicién de la enzima 20a-HSD), lo
gue resulta en menor actividad del cuerpo lateo (Uchida et al., 1970; Waddel et al.,
1989).

En los animales que tienen ambas goénadas, el Nervio vago derecho en
Diestro-1 modula en forma estimulante la accién de las gonadotropinas sobre la tasa
de animales ovulantes por el ovario izquierdo y el ovario derecho. En contraste, el
Nervio vago izquierdo pareceria no participar en los mecanismos neuroendocrinos

gue regulan la ovulacion en el Diestro-1.

Los resultados observados en los animales con seccion unilateral del Nervio
vago en cada dia del diestro nos hace sugerir que la actividad de los nervios puede
variar con base en la etapa del ciclo estral y de la hora en que se realiza el estudio.
La actividad del Nervio vago izquierdo en el Diestro-1 en este estudio esta en periodo
de reposo o de quiescencia, pero el Nervio vago derecho muestra actividad. En la
etapa del Diestro-2 ambos nervios estan en periodo de quiescencias, y se sugiere

realizar estos estudios en la etapa del Proestro y Estro para analizar su actividad.
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Zarate et al. (2011), realizaron vagotomia unilateral y bilateral a las 09:00 h en la
etapa del Proestro y sacrificaron al Estro vaginal y no reportaron alargamiento del
ciclo estral, pero si una inhibicién de la ovulacion cuando se llevé a cabo solo la
vagotomia izquierda. Everardo y colaboradores (2011a, b) también mostraron que la
seccion del Nervio vago a las 7:00 h o a las 19:00 h resultaba en alteraciones en el

proceso ovulatorio que dependio de la hora y la etapa del ciclo estral.

El equipo de Burden y colaboradores (1981), al realizar vagotomias a ratas
adultas observo alteracion en el ciclo estral ocasionada por la prolongacion de la
etapa del diestro que perduré entre 10-12 dias, efecto que ocurrié solamente cuando

las cirugias se realizaron en las etapas de Proestro y Estro.

También se ha mostrado que realizar contusiones espinales a nivel medio-
toracico (T8 en adelante) en ratas con ciclos de 4 dias consecutivos ocasiona
interrupcion en la continuidad del ciclo estral, extendiendo la etapa de Diestro-1
aproximadamente 9.4 dias, después de los cuales el ciclo vuelve a regularizarse
(Hubscher et al., 2006).

Estos resultados ponen en evidencia que la participacion de los Nervios vago
en el proceso de la ovulacién depende de la etapa del ciclo estral, del Nervio vago in

situ y la hora en que se esta realizando el andlisis.

El Nervio vago debe su nombre a que inerva muchas regiones del cuerpo;
ademas de los ovarios, adrenales, corazén y pulmones envia fibras motoras
colinérgicas a diferentes organos de la cavidad abdominal dependiendo de la rama
vagal que se trate. Asi, el Nervio vago derecho inerva el estbmago, duodeno, higado,
rifones, intestino delgado e intestino grueso, mientras que el Nervio vago izquierdo
proyecta sus fibras hacia el estbmago, higado, parte superior del duodeno y cabeza
del pancreas (Guyton, 2000; Snell, 2007).
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La vagotomia abdominal resulta en hiper-secrecion de jugos gastricos
(provenientes de la excesiva liberacion de gastrina en el antro del estbmago) que
producen distension estomacal, ulceracion gastrica, distension de la parte baja del
esdfago y aumento de la masa corporal (Hellis y Pryse, 1967). En este estudio se
observd que la ausencia de ambos Nervios vago resultd en aumento de la masa
corporal lo que podria ser explicado por una posible disfuncion del proceso digestivo

asi como por el probable aumento de la ingesta alimenticia.

Previamente se ha demostrado que la vagotomia abdominal reduce el tamafio
de la ingesta alimenticia en dietas que contienen altas cantidades de grasa (Dauvis,
1974) y disminuye la ganancia de la masa corporal debido a que el Nervio vago
podria modular el proceso metabdlico de los alimentos en el higado dando como
resultado una falsa sensacion de saciedad (Mordes et al.,, 1977). Al respecto,
Gonzalez y Deutsch (1981) evidenciaron que de las 2 vias de sefalizacion de
saciedad existentes (una concerniente al contenido de nutrientes del estbmago y otra
relacionada con la distencion estomacal después de un alto consumo de alimentos),
el Nervio vago modula principalmente la relacionada con los nutrientes y segun lo
observado por Schwartz y colaboradores (1993), la inervacion parasimpatica aferente
y eferente, mediante la produccién de colecistoquinina (hormona sintetizada en el
intestino delgado que favorece el proceso digestivo y la absorcion de nutrientes),
modula el vaciado géastrico. Con base en estas evidencias, sugerimos que el Nervio
vago participa en la regulacion de la masa corporal a través de su influencia en

organos especializados en el metabolismo de los alimentos.

La ovariectomia unilateral solo en el Diestro-1 resulta en una ovulacion
compensadora por parte de cada ovario in situ. El hecho de que en la etapa del
Diestro-2 no se haya registrado la misma respuesta, puede deberse a que los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion requieren de al menos 72
horas para ajustarse o llegar a una homeostasis, que involucra mayor sensibilidad a

las gonadotropinas cireculantes, mayor cantidad de receptores a ellas, a una menor
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casntidad de foliculos atrésicos o a todos los procesos fisioldgicos en conjunto
(Carnicero, 1977; Flores et al., 1990; Peppler y Greenwald, 1970).

Peppler y Greenwald, en 1970, observaron que la ovariectomia unilateral
resulté en doble cantidad de ovocitos liberados por el ovario remanente, debido al
incremento en la proliferacion de foliculos pequefios que culminan su madurez hacia
el final del ciclo y disminucién en la poblacién de foliculos atrésicos. Mas tarde, al
combinar la ovariectomia unilateral con hipofisectomia en la rata adulta se comprob6
la hipotesis de que los cambios en las concentraciones de gonadotropinas son
necesarios para que ocurra el mecanismo de respuesta compensadora en el ovario

remanente (Welschen, 1972).

Carnicero (1977) ostentd resultados similares al observar que dicho
tratamiento realizado en el Diestro-1 resultd en aumento en la concentracion de FSH;
el cual dura de 6 a 8 horas posteriores a la cirugia. Ademas, evalué que en el dia del
Estro, posterior a 3 ciclos subsecuentes, la secrecion preovulatoria de FSH se hace
mas prolongada, por lo que sugirié que el aumento inmediato de FSH es responsable
de la HCO del siguiente ciclo, mientras que, la prolongacion de la oleada de FSH

perovulatoria mantiene la continua respuesta de compensacion.

El equipo de Rosen, en 1988, utilizando ratas adultas ciclicas tratadas
previamente con estradiol y ovariectomizadas en cada etapa del ciclo estral,
afirmaron que en el momento de la ovariectomia, las diferentes concentraciones de
estradiol son determinantes en la respuesta del incremento en los receptores a GnRH
y en las concentraciones de gonadotropinas. Asi, las concentraciones de
progesterona y estradiol secretados durante el Diestro-1 y Diestro-2 son capaces de
interrumpir el eje hipotdlamo-hipéfisis causando concentraciones basales de FSH y
LH (Freeman, 2006). No obstante, con base en nuestros resultados, al extirpar un
ovario y eliminar su respectivo aporte hormonal es posible sugerir que el eje

hipotalamo-hipdfisis-ovario no se ve obstaculizado, por lo que las altas
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concentraciones de FSH ejercen un efecto sobre-estimulante en el compartimiento

folicular aumentando la poblacion de foliculos maduros que son ovulados al Estro.

Flores et al. (1990), evidenciaron que cuando se realizaba la ovariectomia
izquierda en cada etapa del ciclo estral, los perfiles de secrecion de FSH y LH no
eran paralelos y que dependendian de la etapa del ciclo en que se realizo la cirugia y

el tiempo que transcurria entre la cirugia y la evaluacion de las hormonas.

Los resultados obtenidos en animales con el ovario derecho inervado por el
Nervio vago derecho (Grafica 5), nos permite registrar que los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacion son altamente alterados cuando primero
se elimina el aporte hormonal (ovariectomia) y luego el neural (vagotomia), ya que en
ambas etapas del diestro existe un bloqueo casi total del nUmero de animales que
ovulan. Los resultados en Diestro-1, posiblemente se deban a que al extirpar primero
el ovario izquierdo, los Nervios vago sean la via de comunicacion que “avisa” al
ovario derecho y al SNC, de lo que esta sucediendo. Esta comunicacion se ve

interrumpida cuando primero se elimina el nervio.

Los datos de los animales con denervacion vagal izquierda seguida de
ovariectomia izquierda en el Diestro-1, nos sugiere que el Nervio vago derecho
modula en forma inhibitoria la accién de las gonadotropinas sobre la liberacién de los
ovocitos del ovario derecho. Esta respuesta es diferente a lo que se observa en el
Diestro-2, donde disminuy0 la tasa de animales ovulantes, aunque no de manera

significativa.

La respuesta que se observa en la etapa del Diestro-2 es similar al quitar
primero el ovario y luego el nervio y viceversa. Este resultado, apoya la idea de que
el ambiente neuroendocrino del animal en la etapa del Diestro-2 regula de manera
estimulante la tasa de animales ovulantes y tienen la misma importancia el ovario

como el nervio.
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En todos los tratamientos donde el ovario derecho se encuentra sin inervacion
por parte del Nervio vago derecho (Grafica 6) se observa que presenta una
respuesta ovulatoria semejante a su grupo control, excepto en el Diestro-2 donde se
manifiesta que el Nervio vago derecho modula en forma estimulante la accion de las

gonadotropinas sobre la liberacién de ovocitos por parte del ovario derecho in situ.

En los animales con el ovario derecho in situ sin inervacion vagal (Grafica 7),
donde primero se seccionan los nervios y luego se extirpa el ovario izquierdo, los
Nervios vago en los dias del diestro modulan en forma estimulante la funcion de la
FSH y la LH sobre la tasa de animales ovulantes. En aquellos con el ovario derecho
in situ sin inervacion vagal, donde primero se extirpa el ovario izquierdo y luego se
seccionan ambos Nervios vago en el dia del Diestro-1, estos modulan en forma
estimulante el papel de las gonadotropinas sobre la tasa de animales ovulantes.
Estos nos sugiere, al igual que en los grupos de animales con un ovario y un nervio,
gue la etapa del Diestro-1 es la mas susceptible a la falta de informacién nerviosa u
hormonal, que trae como consecuencia la alteracion en la secrecion preovulatoria de

las gonadotropinas.

Los resultados observados en los animales con el ovario izquierdo in situ
inervado, en los que se extirpa el ovario derecho y luego se secciona el Nervio vago
ipsilateral en el Diestro-1, el Nervio vago derecho modula en forma estimulante la
tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por dicho ovario
(Gréfica 8) en los que el aumento de la masa del ovario y del Utero nos sugiere que
se llevo a cabo el crecimiento folicular, con la consecuente liberacion de hormonas
esteroides que estimuld la masa del utero, pero que sin la informacién del Nervio
vago no se puede llevar de manera exitosa el proceso de la ovulacion en el 57.14%
de los animales. La masa de las adrenales nos sugiere una posible activacion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal que quizas haya alterado la secrecion preovulatoria de
las gonadotropinas en los animales que no ovularon. En contraste, en aquellos con la
operacion inversa, el Nervio vago derecho en el Diestro-2 modula en forma

estimulante la tasa de animales ovulantes.
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Los datos registrados en animales con el ovario izquierdo denervado en el
Diestro-2 muestran claramente que el Nervio vago izquierdo tiene la funcion de
modular de manera estimulante el papel de las gonadotropinas sobre la TAO en

aquellos animales con previa ovariectomia derecha (Gréfica 9).

En los animales con el ovario izquierdo in situ sin inervacién vagal, en los que
primero se seccionan ambos Nervios vago y enseguida se extirpa el ovario derecho,
dichos nervios en Diestro-1 modulan en forma inhibitoria el nidmero de ovocitos
liberados, pero en el Diestro-2 la tasa de animales ovulantes. En aquellos con la
operacion inversa en Diestro-1, los Nervios vago modulan en forma estimulante la

tasa de naimales ovulantes.

El hecho de que no se bloqueé la ovulacién en todos los animales al realizar
los diferentes tratamientos, hace pensar que hay otros mecanismos neuroendocrinos
gue participan en la regulacién del proceso ovulatorio (por ejemplo, Nervio Ovarico
Superior, el nervio del Plexo ovarico, adrenales, etc) (Alanis, 2010; Chéavez y
Dominguez, 1994; Lopez, 2010; Velasco, 2007; Xiaoxin et al., 2010).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, y los estudios previos
realizados por nuestro equipo de trabajo (Alanis, 2010; Cruz et al., 1986; Guzman,
2011; Lépez, 2010; Zéarate, 2011) se puede sugerir que la modulaciéon que ejerce el
Nervio vago en las funciones ovaricas depende del Nervio Vago remante, el ovario
que quede in situ, la etapa del ciclo estral y la hora del dia en la que se esté

analizando.
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La laparotomia ventral en Diestro-1 es un factor estresante que altera de

forma inhibitoria los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion.

Los animales requieren la presencia de ambos Nervios vago para que no se

altere el ciclo estral.

En los animales que tienen ambas gonadas, el Nervio vago derecho en
Diestro-1 modula en forma estimulante la accién de las gonadotropinas sobre

la tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo y el ovario derecho.

La ovariectomia unilateral en el Diestro-1 se traduce en aumento en el nimero
de ovocitos liberados por la gbnada remanente, lo que implica que se requiere
de al menos 72 horas entre la cirugia y la evaluacion del resultado para que se

presente este proceso.

En animales con el ovario derecho in situ inervado, donde se secciona primero
el Nervio vago izquierdo y luego se extirpa el ovario izquierdo, el Nervio vago
izquierdo en Diestro-1 modula en forma inhibitoria la accién de las
gonadotropinas sobre el numero de ovocitos liberados y en el Diestro-2

modula de manera estimulante dicho proceso fisioldgico.

En animales con el ovario derecho in situ inervado, donde se extirpa primero

el ovario izquierdo y luego se secciona el Nervio vago izquierdo, el Nervio
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vago izquierdo en ambos dias del diestro modula en forma estimulante la

accion de las gonadotropinas sobre el nimero de ovocitos liberados.

« En las ratas con el ovario derecho in situ denervado, donde primero se
secciona el Nervio vago derecho y luego se extirpa el ovario izquierdo, el
Nervio vago derecho en el Diestro-2 modula en forma estimulante el nimero

de ovocitos liberados.

% En los animales con el ovario derecho in situ sin inervacion vagal, donde
primero se seccionan los nervios y luego se extirpa el ovario izquierdo, los
Nervios vago en los dias del diestro modulan en forma estimulante la funcion

de la FSH y la LH sobre la tasa de animales ovulantes.

% En los animales con el ovario derecho in situ sin inervacién vagal, donde
primero se extirpa el ovario izquierdo y luego se seccionan ambos Nervios
vago en el dia del Diestro-1, estos modulan en forma estimulante el papel de
las gonadotropinas sobre la tasa de animales ovulantes.

% En los animales con el ovario izquierdo in situ inervado, en los que se extirpa
el ovario derecho y luego se secciona el Nervio vago ipsilateral en el Diestro-1,
el Nervio vago derecho modula en forma estimulante la tasa de animales
ovulantes y el nUmero de ovocitos liberados, mientras que en aquellos con la
operacion inversa, el Nervio vago derecho en el Diestro-2 modula en forma

estimulante la tasa de animales ovulantes.
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En los animales con el ovario izquierdo in situ denervado, en el que se extirpa
el ovario derecho y luego se secciona el Nervio vago contralateral en el
Diestro-2, el Nervio vago izquierdo modula en forma estimulante la tasa de

animales ovulantes.

En los animales con el ovario izquierdo in situ sin inervacion vagal, en los que
primero se seccionan ambos Nervios vago y enseguida se extirpa el ovario
derecho, dichos nervios en Diestro-1 modulan en forma inhibitoria el nimero
de ovocitos liberados, pero en el Diestro-2 la tasa de animales ovulantes. En
aquellos con la operacion inversa en Diestro-1, los Nervios vago modulan en

forma estimulante la tasa de naimales ovulantes.
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