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Resumen

La ovulacion es regulada por senales neuroendocrinas que provienen del
hipotalamo, la hipdfisis y el propio ovario. Se tienen evidencias que muestran que
la falta de una o ambas adrenales o de uno o ambos nervios vago por la mafana
de cada etapa del ciclo estral resulta en cambios en la ovulacion y la ciclicidad que
dependen de la adrenal o el nervio vago in situ, la hora y la etapa del ciclo estral
en la que se realiza el estudio. El nervio vago inerva a los ovarios y a las glandulas
adrenales; las que a su vez reciben fibras del vago que pasan a través del ganglio
celiaco. Por lo anterior, es posible suponer que haya comunicacién nerviosa entre
los ovarios y las adrenales a través del nervio vago, que explique los resultados
obtenidos en los animales con adrenalectomia o vagotomia sobre la ovulacion.

Por ello, el objetivo del presente estudio fue analizar si en la regulacion de la
ovulacion, el nervio vago vincula la informacién entre los ovarios y las adrenales y
si esta vinculacion funcional depende de la hora de la mafana y de la etapa del
ciclo estral en la que se realiza el estudio. Para ello, se utilizaron ratas ciclicas de
la cepa ClIZ-V que a las 7:00, 9:00 u 11:00 h a lo largo del ciclo estral fueron
sometidas a vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha (Nv-I+Adx-
D) o vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-I). Como
grupos de comparacion se utilizaron animales con laparotomia ventral,
adrenalectomia unilateral o vagotomia unilateral. Los animales fueron sacrificados
en el dia del estro vaginal y se cuantificd el porcentaje de animales ovulantes
(PAO), el numero de ovocitos liberados, la masa corporal (g), y la de los ovarios,
el utero y la adrenal in situ (mg/100 g de masa corporal).

La Nv-I+Adx-D a las 7:00 h en diestro-2 resulté en la disminucion del numero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo. En contraste, la Nv-D+Adx-I resultdé en aumento
de este parametro por el mismo ovario. En estro, ambas cirugias a las 9:00 h resultaron en
menor numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo. Los animales con Nv-I+Adx-D
alas 11:00 h en estro liberaron menor numero de ovocitos por el ovario derecho, mientras
que, en proestro aumentd dicho numero. La Nv-D+Adx-I resultd en menor PAO por el

ovario derecho.



Con base en estos resultados sugerimos que en la regulacion del numero de
ovocitos liberados: el nervio vago derecho a las 7:00 h en la etapa de Diestro-2 es la via de
comunicacion entre el ovario izquierdo y la adrenal izquierda, a las 9:00 h en la etapa de
estro el nervio vago derecho es la via de comunicacion entre el ovario izquierdo con la
adrenal izquierda y el nervio vago izquierdo es la via de comunicacion entre el ovario
izquierdo y la adrenal derecha y a las 11:00 h en la etapa de proestro y estro el nervio vago
izquierdo es la via de comunicacion entre el ovario derecho y la adrenal derecha. En la
regulacion del porcentaje de animales ovulantes: a las 11:00 h en la etapa de diestro-1 el
nervio vago derecho es la via de comunicacion entre el ovario derecho con la adrenal
izquierda. La pérdida de informacion proporcionada por el nervio vago y las adrenales
resulta en cambios de la masa corporal, los ovarios y la adrenal in situ que dependen del

nervio vago, la adrenal in situ, el ovario, la hora y la etapa del ciclo estral analizado.
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INTRODUCCION

La ovulacién es un proceso fisioldgico regulado por el hipotalamo y la hipdfisis.
Para ello, en el hipotalamo se secreta la Hormona Liberadora de las
Gonadotropinas (GnRH), la cual es vertida al sistema portal hipotalamico-
hipofisario desde donde es llevada a la parte distal de la adenohipéfisis y estimula
la secrecion de las gonadotropinas: Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) y
Hormona Luteinizante (LH). Estas son liberadas a la circulacién general y actdan
sobre los ovarios donde regulan la ovulacion (Arce y Costoya, 2006; Casabiell,
2006; Robin y col., 2012; Thompson y Kaiser, 2014).

Peppler y Jacobs (1976 y 1980) mostraron que las glandulas adrenales
también participan en la regulacion de la ovulacién y resultados de nuestro
laboratorio han evidenciado que dicha regulacion varia en funcién de la etapa del
ciclo estral y la hora del dia en la cual se realiza el estudio (Martinez, 2015; Silva y
col., 2015).

Aunado a ello, se tienen evidencias de que la inervacion extrinseca de la
goénada modula la accion de las gonadotropinas sobre las funciones ovaricas y
esta modulacién varia en funcion de la etapa del ciclo estral y la hora del dia
(Dominguez y Cruz-morales, 2011). Al respecto, el nervio vago lleva informacion
parasimpatica y sensorial (Ojeda y col, 1996; Dissen y col, 1999), y se ha
considerado que éste podria ser una posible via de comunicacion entre los ovarios
y las adrenales ya que inerva directamente a ambas glandulas (Téth y col., 2008).
Por lo anterior, es posible suponer que existe comunicacion nerviosa entre dichos
organos a través del nervio vago, que explique los resultados obtenidos en los

animales con adrenalectomia o vagotomia sobre la ovulacion.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue analizar si en la
regulacion de la ovulacion, el nervio vago vincula la informacion entre los ovarios y
las adrenales y si esta vinculaciéon funcional depende de la hora de la mafana y de

la etapa del ciclo estral en la que se realiza el estudio.




MARCO TEORICO

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

Los ovarios son érganos pares situados en la region sub-lumbar, en la cavidad
abdominal en posicion dorsal al tubo digestivo, suspendidos en la pared del
cuerpo por el mesovario y a la pared pélvica por el ligamento suspensorio (Figura

1); lugar por donde transitan los vasos y nervios ovaricos (Ross y Pawlina, 2007).
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Figura 1. Estructura y ubicacién del aparato genital femenino de una rata (modificada de
Walker y Homberger, 1997).

Los ovarios liberan gametos (6vulos) y secretan hormonas esteroides
(progesterona, testosterona y estradiol) y proteicas (inhibina, activina y folistatina).
Dichas funciones son reguladas por la GnRH; secretada por el hipotalamo, y por
las gonadotropinas secretadas en la adenohipdfisis (Dominguez y col., 1991;

Tresguerres, 1995).




La GnRH es un decapéptido (pGlu-His-TrpSer-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-
NHZ2) codificado por un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 8 (Prieto-

Gomez y Vazquez-Paniagua, 2002).

Los somas de las neuronas que sintetizan GnRH se localizan a lo largo de
un eje anteroposterior que inicia desde los bulbos olfatorios, el nucleo septal
medial, el area rostral predptica hasta el area hipotalamica anterior (AHA)
(Herbison, 2015).

La GnRH es liberada por exocitosis en la eminencia media y a través del
sistema portal hipotalamico-hipofisiario llega a la parte distal de la adenohipdfisis.
Se fija a su receptor de alta afinidad localizado en la superficie de las células
gonadotropas que constituyen del 5 al 15% de las células adenohipofisarias. Este
receptor pertenece a la familia de los receptores de membrana con siete dominios
acoplados a las proteinas G (Halvorson y Chin, 2001; Robin y col., 2012;
Thompson y Kaiser, 2014).

La unién de la GnRH con su receptor de membrana activa la via de
transduccion del inositol trifosfato 3 (IP3)-calcio que induce la secrecion de las
gonadotropinas, por exocitosis, a la circulacion general (Figura 2) (Robin y col.,
2012; Thompson y Kaiser, 2014). En los ovarios, la FSH estimula la proliferacion
de las células de la granulosa que resulta en el crecimiento folicular, la sintesis de
aromatasa que resulta en la secrecidn de estrogenos, y el numero de receptores a
LH en las células de la granulosa. La LH induce la luteinizacion del foliculo, la
ruptura folicular, la ovulacion y la secrecion de andrégenos y progesterona en las

células intersticiales de la teca (Botella, 1995b; Dominguez y Cruz-Morales, 2011).
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Figura 2. Eje hipotdlamo-hipdfisis-génada. El hipotalamo secreta la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH), la que estimula que las células gonadotropas liberen la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Ambas
gonadotropinas estimulan la ovulacion y la secrecion de estrégenos (Ez) y progesterona
(P4) (modificada de Connors y Paradison, 2008).

La frecuencia y amplitud de los pulsos de secrecion de la GnRH regulan los
patrones de secrecion de las gonadotropinas. La secrecion de LH
preferencialmente se lleva a cabo con frecuencias de secrecién rapidas de GnRH,
mientras que las frecuencias de secrecion lentas dan lugar a una mayor liberacion
de FSH (Palermo, 2007; Thompson y Kaiser, 2014).

Las gonadotropinas tienen un peso molecular de aproximadamente 30,000
Da y estan formadas por una subunidad a, comun a las dos hormonas, y una
subunidad B especifica; la cual le confiere a cada hormona su especificidad
inmunoldgica y biologica (Palermo, 2007; Robin y col., 2012).




Ambas gonadotropinas cumplen un papel relevante en el control neuroendocrino

del ciclo estral (Anexo 1) (Callejas, 2001).
OVARIOS

Histologia de ovario

La superficie del ovario esta cubierta por una capa de epitelio simple formado por
células cubicas, que en algunas partes son casi planas, denominado epitelio
germinativo (epitelio superficial) (Figura 3) (Espey y Richards, 2006; Ross vy
Pawlina, 2007).

Por debajo del epitelio germinativo se localiza la tunica albuginea, de color
blanquecino, que forma una capa externa de proteccion al ovario que se compone

casi en su totalidad de fibroblastos y fibras de colageno (Espey y Richards, 2006).

El ovario esta formado por una corteza y una médula; sin una clara
delimitacion entre ambas. La médula se encuentra situada en el centro del ovario
y contiene tejido conjuntivo laxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. La
corteza esta ubicada en la parte periférica del ovario, rodeando a la médula, y
contiene los foliculos ovaricos incluidos en un tejido conjuntivo y a los cuerpos
luteos. En el estroma que rodea los foliculos hay células musculares lisas

dispersas (Figura 3) (Ross y Pawlina, 2007):

Desarrollo folicular

El foliculo ovarico es la unidad anatémico-funcional del ovario, a partir del cual se
originan los tres compartimientos funcionales del 6érgano: el folicular, el luteal y el

intersticial (Dominguez y col., 1991).

El foliculo esta formado por el ovocito |, una membrana basal que aisla a
las células de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células
tecales; estas ultimas conforman la denominada teca interna. Ademas, esta

rodeado por un complejo de fibras colagenas, células del tejido conectivo,




sustancia fundamental y fibras musculares lisas todo lo que recibe el nombre de

teca externa (Dominguez y col., 1991).
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Figura 3. Etapas del desarrollo del foliculo ovarico, la ovulacién, la formacion del cuerpo
luteo y la regresion del mismo (Freeman, 2006).

Los ovocitos se originan a partir de las células germinales primordiales en el
endodermo y su desarrollo depende inicialmente de sefiales derivadas tanto del
ectodermo extraembrionario como del endodermo visceral (Sanchez y Smitz,
2012). La gran mayoria de los ovocitos entran en meiosis durante la vida
embrionaria, y al nacer, algunos ovocitos estan en las etapas transitorias de la
profase (paquiteno y diploteno temprano), mientras que otros han entrado a
diploteno tardio y ahi permaneceran hasta que la meiosis sea reanudada de nuevo

poco antes de la ovulacion (Rajkovic y col., 2006).




La foliculogénesis es la secuencia de desarrollo folicular que resulta en el
crecimiento y diferenciacion del ovocito y las células somaticas asociadas
(Rajkovic y col., 2006). Se inicia con el reclutamiento del foliculo primordial al
grupo de foliculos en crecimiento y finaliza con la ovulacion o bien con la

desaparicion del foliculo por atresia (Casabiell, 2006).

La clasificacion de los foliculos mas utilizada se basa en el tamafio de los
ovocitos (cuyo tamafno varia entre 20 y 70 ym), el numero de células de la
granulosa y la morfologia folicular. Con base en ella, se clasifican en: 1) foliculo
primordial, 2) primario, 3) secundario, 4) antral y 5) preovulatorio (Figura 4)

(Dominguez y col., 1991; Rajkovic y col., 2006).
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Figura 4. Clasificacion de los foliculos de ratén. Antes de que se forme el antro, el
crecimiento del foliculo es independiente de las gonadotropinas de la adenohipdfisis
(modificada de Rajkovic y col., 2006; Sanchez y Smitz, 2012).

El crecimiento del foliculo antes y durante la fase preantral es independiente de las
gonadotropinas (Taymor, 1996). Malamed y colaboradores (1992), proporcionaron
evidencias de que las sefales neurales influyen en el inicio de la foliculogénesis y

la adquisicion de la capacidad de respuesta del foliculo a las gonadotropinas.




El foliculo primordial contiene un ovocito primario, de 20 um, en estado de
arresto meiotico. Tiene una sola capa de células de la granulosa pre-escamosas
planas (o foliculares) que rodean al ovocito y la superficie externa de las células se
encuentra rodeada por una lamina basal que aisla al foliculo del resto del tejido
ovarico; sin acceso directo al sistema vascular (Figura 5) (Casabiell, 2006;
Rajkovic y col., 2006; Ross y Pawlina, 2007).
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Figura 5. a) Dibujo esquematico de un foliculo primordial que muestra a un ovocito
detenido en la profase de la primera division meiética. El ovocito esta rodeado por una
capa simple de células foliculares aplanadas y la superficie externa de estas células esta
separada del tejido conjuntivo por una membrana basal. b) Micrografia de foliculos
primordiales donde se ven los ovocitos rodeados por una capa simple de las células
foliculares aplanadas (FC), el nucleo del ovocito (N). Se sefialan dos ovocitos (—) en los
que el nucleo no ha quedado incluido en el plano de corte (X). De modo similar, se indican
dos foliculos que se cortaron tangencialmente y por eso solo se ven las células foliculares
ya que el ovocito, que ha quedado en otro plano b (—) (640x) (Ross y Pawlina, 2007).

Las células de la granulosa en el foliculo primario adoptan una morfologia cubica
y adquieren potencial mitdtico. El ovocito crece mas alla de las 20 uym y se
expresan nuevas proteinas, como ZP1/ZP2/ZP3, que forman la zona pelucida
(Figura 6) (Casabell, 2006; Rajkovic y col., 2006).




La zona pelucida es una matriz extracelular que rodea al ovocito y al
embrion mamifero en estadios tempranos del desarrollo. Durante la fecundacion
establece el contacto especie-especifico de las células espermaticas, la unién de
los espermatozoides capacitados y la induccion de la reaccion acrosdmica
(Sinowatz y col., 2001).

Células foliculares Células

de la estroma
Membrana
pelicida

7= Ak N -~ ‘ }’ Sy .
en formacion ’ ‘ 7 : .“\4 ﬁ‘

-
.6"&' =

A o i

TP -
FOLICULO PRIMARIO

Figura 6. a) Dibujo esquematico de un foliculo primario en el inicio de su desarrollo. Se
observa la formacion de la zona pelucida entre el ovocito y las células foliculares cubicas
que rodean al ovocito en crecimiento. b) Micrografia de un foliculo primario donde se
observa la capa bien definida de las células foliculares (FC) alrededor del ovocito (640x)
(Ross y Pawlina, 2007).

Durante la fase de foliculo secundario se produce estratificacion de las
células de la granulosa y la diferenciacion de las células del estroma ovarico en
una capa de células que se diferencia en teca interna y teca externa (Figura 7)
(Casabiell, 2006; Rajkovic y col., 2006). La teca interna es una capa delgada de
células secretoras de esteroides que se suministran nutrientes y oxigeno por
numerosos capilares grandes que reciben colectivamente; la mayor parte de la
sangre desde el suministro arterial del ovario. En el citoplasma de estas células
hay gotas de lipidos, numerosas mitocondrias y redes de Golgi que se distribuyen

a lo largo del reticulo endoplasmatico (Espey y Richards, 2006). La teca externa
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es una capa de tejido conectivo de colageno que esta formada de células
fusiformes u ovales; semejantes a las células que componen el estroma ovarico
(Gonzales-Merlo y col., 2006; Espey y Richards, 2006).

Las células de la granulosa comienzan a formar receptores a FSH durante la
fase de crecimiento independiente de las gonadotropinas. Cuando ya disponen de
suficientes receptores a FSH, pasan a la fase de dependencia gonadotrépica y se

acelera la multiplicacion celular (Clavero, 1995).

La FSH estimula la formacion de receptores a LH, tanto en las células de la
granulosa como en las de la incipiente teca. Los estrogenos actuan de manera
sinérgica con la FSH ya que aumentan la capacidad de respuesta de los foliculos
a las gonadotropinas al inducir la proliferacion de las células de la granulosa vy

aumentar los receptores a FSH (Dominguez y col., 1991; Taymor, 1996).

El reclutamiento de los foliculos que desencadenan el inicio de la primera onda
de crecimiento folicular es estimulado por el segundo pico de secrecion de la FSH
que ocurre después de la ovulacién en la madrugada de la etapa de estro

(Dominguez y col., 1991; Freeman, 2006).

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor
del ovocito comienza a observarse entre las células de la granulosa la presencia
de liquido folicular formando los llamados cuerpos de Call-Exner (Figura 7)

(Dominguez y col., 1991).
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Figura 7. a) Dibujo esquematico de un foliculo secundario que muestra la acumulacién
multiestratificada de células de la granulosa y los cuerpos de Call-Exner. b) Micrografia de
un foliculo secundario en el que se observa que dentro de la capa de células de la
granulosa (GC) es visible el antro (A) lleno de liquido folicular. Por fuera de la lamina
basal pueden verse multiples estratos de células de la teca interna (Tl) y de la teca
externa (TE) (Ross y Pawlina, 2007).

El foliculo antral se caracteriza por la aparicion de una cavidad (antro folicular) y
el ovocito alcanza su diametro final de aproximadamente 70 um. La cavidad
folicular se forma a partir de la acumulacion del liquido folicular, el cual aumenta
de tamafo con el desarrollo del foliculo (Figura 8). En el licor folicular se
encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina, estrogenos,
progesterona, gonadocrininas y noradrenalina cuyas concentraciones varian
durante el ciclo estral. Se origina por la extravasacion de componentes
plasmaticos y por secrecion de las células foliculares (productos de secrecion
aportados por el ovocito y por las células de la granulosa) (Dominguez y col.,
1991; Casabiell, 2006; Rajkovic y col., 2006).

B ——————————————
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Figura 8. Morfologia de un foliculo antral. El rectangulo en el apice del foliculo indica la
region donde la ruptura suele ocurrir (Lawrence y JoAnne, 2006).

La formacion de la cavidad antral divide a las células de la granulosa en dos
poblaciones, mural y cumulos. Las células de la granulosa que se encuentran en
contacto con la membrana basal se llaman células murales, mientras que aquellas
que rodean al ovocito en el foliculo antral se llaman células cumulares. Estas
forman el denominado cumulus oophorus, el cual es expulsado junto con el
ovocito en el momento de la ovulacion. Entre el ovocito y las células de la
granulosa del cumulus oophorus existen numerosos desmosomas y nexos
(Rajkovic y col., 2006).

El foliculo llega al estado preovulatorio cuando ha alcanzado su maximo
diametro (1 mm) y se encuentra capacitado para responder al estimulo de la LH

que induce la ovulacion (Flores-Pérez y col., 2005; Fabregues y Balasch, 2009).
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La ovulacion

La ovulacién es un proceso inflamatorio que requiere la desintegracién fisica de
tejido sano en la superficie del ovario cuando el ovocito ha alcanzado el grado de

diferenciacion adecuado (Lawrence y JoAnne, 2006).

Justo antes de la ovulacion, el foliculo se vasculariza intensamente, la
pared folicular protruye y se produce su rotura debido a la accion de enzimas
proteoliticas (colagenasa y plasmina) y prostaglandinas (Casanueva y Vazquez,
1995).

Durante la ultima etapa de crecimiento y la diferenciacién folicular se
produce la desaparicion de los desmosomas presentes en las células de la
granulosa y teca, asi como de la degradacion de las fibras de colagena, provocada
por la fibrinolisina sintetizada por las células de la granulosa. Esta enzima es
activada por el plasminégeno, producto de las células de la granulosa. La
desaparicion de los desmosomas y los nexos entre las células de la granulosa son
consecuencia de la disminucion de la concentracién de estrogenos en el licor
folicular, ya que después del “pico” de LH, la capacidad de sintesis de estrogenos
por las células de la granulosa disminuye rapidamente, mientras que aumenta la

de progesterona (Dominguez y col., 1991).

El activador del plasmindégeno, una enzima proteolitica, se localiza en
concentraciones crecientes en las paredes foliculares ovaricas de ratas justo antes
de la ovulacién. Este estimula la conversion del plasminégeno que compone el
liquido en la enzima proteolitica activa, la plasmina. Se conoce, que ésta activa la
colagenasa, presumiblemente obligatoria en la disolucion de la membrana basal y
el estroma folicular durante la ovulacién. Entonces, la conversién de plasminégeno
en plasmina mediada por el activador del plasminégeno puede contribuir a la
digestion proteolitica de la pared folicular, lo cual es un prerrequisito para la
ruptura folicular. También se considera que el activador del plasminégeno puede
estar envuelto en la disrupcion de las uniones gap y el cumulo celular circundante
(Figura 9) (Yeh y Adashi, 2001).
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La estimulacion de la sintesis del plasminégeno por la LH parece estar
mediada por las prostaglandinas, mientras que la secrecion del plasmindégeno es
estimulada por las gonadotropinas y la GnRH (Figura 9). (Dominguez y col., 1991,
Brann y col., 1995).

La LH aumenta la concentracion de prostaglandina sintetasa y la
concentracion de dos tipos de prostaglandinas: PGE-2 y de PGF-2 (Figura 9). Las
dos prostaglandinas poseen una accion diferente y complementaria sobre la
ovulacion. La E-2 actua sobre el tejido conjuntivo de la teca provocando una
colagendlisis que facilitaria, en relacion con el activador de plasminégeno, la rotura
del foliculo. Por otro lado, la oxitocina y la F-2 participan en la contraccion de las
células de musculo liso que rodea al foliculo, ayudando de este modo a la

extrusion de la masa de células cumulos-ovocito (Fritz y Speroff, 2011).

o Plas‘nﬁn
- 75 J
Collagenase 2
- P f'teron:‘
=, ® roge

Fibras musculares Fibras musculares

Figura 9. La produccion de prostaglandinas se debe a un aumento de la hormona
luteinizante (LH). La produccién del plasminégeno activador por las células de la
granulosa incrementa por la LH y la hormona estimulante del foliculo (FSH) (Fritz y
Speroff, 2011).
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En los ultimos minutos de la ruptura, en la parte mas apical, aparece una pequefia
mancha avascular sobre dicha prominencia: el estigma. Su formacién se inicia una
vez que el “pico” preovulatorio de LH estimula la produccion de progesterona y
prostaglandinas en el foliculo preovulatorio. El foliculo se rompe minutos después
de la formacion del estigma (Figura 10) (Espey y Richards, 2006; Casabiell, 2006;
Moore y Dalley, 2007).

En la zona del estigma se hace mas patente el edema ovarico, la hiperemia
y la hipervascularizacion. La hiperemia es iniciada por la histamina y continuada
por la PGE-2. Ambos agentes causan vasodilatacién y aumenta la permeabilidad
vascular. El pico de LH desencadena la liberacion masiva de granulos de
histamina, procedentes de las células plasmaticas que rodean al foliculo, y ésta
aumenta la contractibilidad de las células mioepiteliales que van a facilitar la
expulsion del ovocito (Escudero, 1995; Yeh y Adashi, 2001).

El edema y la liberacion de varios compuestos farmacolégicamente activos
como las prostaglandinas, la histamina, la vasopresina y el plasmindégeno
activador constituyen el punto de partida de diversas reacciones que convergen en
la sintesis local de metaloproteinasas de matriz, una familia de enzimas que

degradan componentes de la matriz extracelular (Carlson, 2009).

Figura 10. Momento de la ovulacion en la rata. La flecha senala un ovocito fuera del
foliculo envuelto en su corona radiada (Botella, 1995c).
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En la tarde del proestro (entre las 14:00 - 15:00 h), las concentraciones de LH y
FSH (simultaneamente) comienzan a aumentar rapidamente y alcanzan las
concentraciones maximas de las 17:00 a 19:00 h de esa noche. El rapido
"aumento” en la concentracion de la LH induce la ruptura folicular y la ovulaciéon
que se produce entre las 3:00 y las 5:00 h en la etapa de estro (Freeman, 2006).
En el ovocito se completa la meiosis |, se emite el primer cuerpo polar y avanza a
la etapa de metafase de la meiosis Il; donde se detiene de nuevo hasta la

fertilizacion (Rajkovic y col., 2006).

Cuerpo luteo

Una vez liberado el ovulo, el antro se colapsa, la lamina basal que separa las
capas de la granulosa y teca del foliculo se desintegra originando una pequefa
hemorragia en la cavidad producida por la ruptura de los vasos sanguineos de las
células de la teca. El llamado cuerpo hemorragico actua de sostén para las células
de la granulosa y de la teca durante su trasformacion en células luteas (Figura 11)
(Barioglio, 2001; Espey y Richards, 2006; Stouffer, 2006).

La luteinizacibn se compone de dos procesos principales: (a) la
proliferacion, hipertrofia y diferenciacion de las células esteroidogénicas del
foliculo preovulatorio a células luteas que conforman el cuerpo luteo; y (b) el

crecimiento rapido de los vasos sanguineos; angiogénesis (Stouffer, 2006).

La luteinizacion de las células de la granulosa incrementan la formacion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), por lo cual se aumenta la sintesis de
progesterona solo unas pocas horas después de que ha iniciado la ovulacion y

dejan de secretar estrégenos (Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006).
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Figura 11. Esquema del desarrollo del cuerpo luteo a partir del foliculo maduro
(modificada de Stouffer, 2006).

Atresia folicular

La atresia folicular es un proceso normal por el cual se eliminan del ovario todos
aquellos foliculos que, habiendo iniciado el su crecimiento y diferenciacion, no
ovulan (Figura 12). Se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular y su
incidencia esta directamente relacionada con el tamano de los foliculos; los mas
grandes (foliculos antrales) presentan un indice proliferativo mayor que hace a sus
células mas susceptibles a la muerte por apoptosis y por lo tanto a la atresia
(Dominguez y col., 1991; Rosales y Guzman, 2008). La apoptosis es un modelo
de muerte celular no téxica que elimina células aisladas de los tejidos sin

desencadenar una respuesta inflamatoria (Yeh y Adashi, 2001).

El inicio de la atresia parece estar determinado por alteraciones del ovocito,
el cual pierde su capacidad para mantener el control metabdlico del foliculo. Las
células de la granulosa pierden gradualmente los receptores a las gonadotropinas,
lo que se traduce en la disminucion de la capacidad de aromatizacion de los
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androgenos. La pérdida de la capacidad de sintesis de estrégenos también se
acompafa de disminucion de la capacidad de sintesis de androgenos por las
células de la teca (Dominguez y col., 1991).

En los foliculos atrésicos se observan algunos cambios morfolégicos e
histolégicos como son: nucleos picnoéticos y fragmentacion nuclear en las células
de la granulosa, desprendimiento de las células de la granulosa por la pérdida de
la matriz intercelular, desprendimiento del complejo cumulus-oophorus-ovocito y

en algunos casos hipertrofia de las células de la teca (Rosales y Guzman, 2008).

Figura 12. Fotomicrografia de una
seccion de ovario de rata durante la
atresia. S: foliculo sano, A: foliculo
atrésico (Yeh y Adashi, 2001).

Sintesis de Hormonas

La gonada femenina regula sus funciones mediante la secrecién de las hormonas
esteroides y peptidicas las cuales inducen retroalimentacion inhibitoria en el

hipotalamo, la hipdfisis o ambas (Botella, 1995c).

Los sitios de produccion de esteroides en el ovario son: las células de la
granulosa, la teca interna, las células intersticiales del estroma y las células del
cuerpo luteo, que poseen el sistema enzimatico requerido para la sintesis de
hormonas esteroides (Anexo 2) (Gonzalez-Merlo y Gonzalez, 2006b; Tresguerres
y Castillo, 2010).
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La LH se fija a sus receptores en las células de la teca y eso favorece el
aumento en el AMPc (Dominguez, 1991), ya que es el principal mediador
intracelular de la LH en la biosintesis de esteroides (Gonzalez-Merlo y Gonzalez,
2006).

Las hormonas peptidicas liberadas por los ovarios (inhibina, activina y
folistatina) actuan en la adenohipdfisis y forman parte de los mecanismos

neuroenddcrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas (Botella, 1995c).

La inhibina es una glucoproteina heterodimera constituida por las cadenas
a y B unidas por puentes disulfuro. Forma parte de la superfamilia de los factores
trasformadores de crecimiento (TGF-B; del inglés transforming growth factors )
(Penarrubia y col., 2008). En el ovario es sintetizada por las células de la
granulosa y su produccion es estimulada por las gonadotropinas (Dominguez vy
col., 1991). Las dos clases de inhibinas, la A y la B, tienen la misma subunidad a,

pero difieren en la B (Gonzalez-Merlo y col., 2006).

A partir del desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos especificos para la
inhibina A y B, se ha podido mostrar que el patron de secrecion para las dos
hormonas es distinto a lo largo del ciclo (Penarrubia y col., 2008). La inhibina A
presenta bajas concentraciones durante la fase folicular, aumenta durante la
ovulacion y es maxima durante la mitad de la fase luteal, mientras que la inhibina
B, producida en los foliculos antrales, es la forma de inhibina caracteristica de la

fase folicular (Ibanez y Potau, 2007).

La inhibina disminuye la liberacion de FSH (Figura 13) (Yeh y Adashi,
2001). El aumento de las gonadotropinas (principalmente la FSH) estimula la
formacion de esta hormona. La inhibina también favorece la produccion de
androégenos por las células tecales y es un inhibidor de la proliferacién celular
ovarica (Botella, 1995b; Gonzalez-Merlo y col., 2006; Palermo, 2007).

La activina pertenece al grupo de TGF-B. Esta constituida por un

homodimero de cadenas B de la inhibina. Esta sustancia estimula la sintesis y
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liberacion de las gonadotropinas (Figura 13). Al inicio de la fase folicular temprana
se incrementa el numero de los receptores a la FSH y la produccion de inhibina,
mientras que al final inhibe la produccion de progesterona y estradiol. Por otro
lado, disminuye la apoptosis de las células de la granulosa en el foliculo antral
(Botella, 1995b; Gonzalez-Merlo y col., 2006; Palermo, 2007; Tresguerres y
Castillo, 2010).

La activina tiene una accion paracrina sobre el ovario ya que actua
directamente sobre las células de la granulosa debido a que induce su lutenizacion
(Botella, 1995a).
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Figura 13. Esquema de la accion de la activina y de la inhibina, liberada de los ovarios, en
la adenohipdfisis. GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas, FSH: hormona
estimulante del foliculo, LH: hormona luteinizante, (+): estimula, (-): inhibe (Botella,
1995a).
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La folistatina es un polipéptido altamente glucosilado. Suprime la expresion del
gen que codifica para la cadena B de la FSH (FSH-B), pero con una potencia de
aproximadamente un tercio de la inhibina (Botella, 1995b; Halvorson y Chin.,
2001). La folistatina tiene gran afinidad para unirse a los receptores de la activina 'y
puede asi antagonizar sus acciones; entre ellas la sintesis y liberacion de FSH.
También puede unirse, aunque con menos afinidad a los receptores de la inhibina
(Gonzalez-Merlo y col., 2006).

Los diferentes mecanismos funcionales que ocurren en el ovario a través de
las gonadotropinas también son regulados por la informacidén nerviosa que recibe

la gonada.

INERVACION DEL OVARIO

La inervacion extrinseca del ovario es proporcionada por los nervios simpaticos,

asi como por nervios parasimpaticos y sensoriales (Figura 14) (Ojeda y col., 1996).

Las fibras simpaticas que llegan al ovario lo hacen a través del nervio del
plexo ovarico (NPO), que se extiende a lo largo de la arteria ovarica y del nervio
ovarico superior (NOS) que se encuentra asociado al ligamento suspensorio que

se inserta al ovario, el oviducto y el utero (Dissen y Ojeda, 1999).

La inervacion simpatica del ovario tiene fibras que contienen noradrenalina
(NA), neuropéptido Y (NPY) y péptido intestinal vasoactivo (VIP), mientras que la
inervacion sensorial contiene fibras con sustancia P (SP) y péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP) (Ojeda y col., 1996; Dissen y Ojeda, 1999).

La informacion parasimpatica y sensorial que llega al ovario es aportada por
el nervio vago (Figura 14), el cual contiene acetilcolina y péptidos como
somatostatina, SP, gastrina, VIP y CGRP (Gilbert y col., 1980; Ojeda y col., 1996;
Yuan y Silberstein, 2016).
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Figura 14. Inervacion extrinseca del ovario a través del nervio ovarico superior, el nervio
del plexo ovérico y el nervio vago (Lawrence y Burden, 1980).

La inervacién sensorial del ovario deriva del ganglio nodoso y del ganglio de la raiz
dorsal localizado alrededor del segmento toracico caudal (T9-T11) y del segmento
craneal del cordon espinal (L2-L4) (Ojeda y col., 1996; Dissen y Ojeda, 1999). Las
fibras parasimpaticas derivan del nervio vago y regulan la actividad tono

vasomotora y la actividad secretora del ovario (Gerendai y col., 2002).

Mediante el rastreo viral retrogrado y anterogrado se ha observado que
existe un vinculo entre el utero y el cérvix con el sistema nervioso central (SNC) a
través de la informacion que se transmite por el nervio vago (Figura 15) (Collins y
col., 1999). Trabajos mas recientes han mostrado que el ovario forma parte del

recorrido natural del nervio vago (Gerendai y col., 2000).
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El nervio vago es un nervio mixto (motor y sensitivo) cuyas fibras se originan en tres
nucleos celulares localizados en el bulbo raquideo: 1) el nucleo motor principal
(ambiguo), 2) el nucleo parasimpatico (motor dorsal del vago) y 3) el nucleo sensitivo
(del tracto solitario) (Figura 16) (Cruz, 1995).

El nervio vago emerge del bulbo raquideo del tronco encefalico dorsal a la oliva.
Las fibras del nervio vago abandonan la superficie del bulbo raquideo y se unen en un
solo nervio, que abandona el craneo a través del foramen yugular (Wilson-Pauwels y
col., 2003).

En el interior del agujero yugular, o inmediatamente por afuera del mismo, se
encuentran dos ganglios, el ganglio superior (yugular) y el ganglio inferior (nodoso), que
poseen los cuerpos celulares de las neuronas sensitivas del nervio vago (Latarjet y
Ruiz, 2004; Afifi y Bergman, 2006).
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Figura 16. Corte transversal del bulbo raquideo en el punto de entrada del nervio craneal X (NC
X) que ilustra los nucleos asociados con este nervio (Wilson-Pauwels y col., 2003).

El nervio vago desciende verticalmente en el cuello dentro de la vaina carotidea con la
vena yugular interna y las arterias carétidas interna y comun. El nervio vago derecho
entra al térax, pasa por detras de la raiz del pulmén derecho, formando un plexo
pulmonar. El nervio vago izquierdo entra en el torax, cruza el lado izquierdo del arco
aortico, desciende por detras de la raiz del pulmén izquierdo y forma parte del plexo
pulmonar (Figura 17) (Moore y Dalley, 2007; Snell, 2007).
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Figura 17. Recorrido de los nervios vago izquierdo y derecho (Wilson-Pauwels y col., 2003).

El vago derecho se dirige hacia la superficie posterior del es6fago, mientras que el vago
izquierdo desciende sobre la superficie anterior del eséfago. Ambos ingresan al

abdomen por el orificio esofagico del diafragma (Latarjet y Ruiz, 2004; Snell, 2007).

El hiato esofagico del diafragma es el ultimo lugar en el que puede identificarse el
nervio vago como nervio diferenciado. Sin embargo, los axones vagales continuan
dentro de la cavidad abdominal y en los ganglios celiacos y mesentérico superior se
unen con los del sistema simpatico y forman nervios mixtos, que luego cruzan junto con
los vasos sanguineos celiacos y mesentéricos superiores para alcanzar las visceras
abdominales (Figura 18) (Ward y col., 2006).
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Figura 18. Recorrido de los nervios vago izquierdo y derecho (Wilson-Pauwels y col., 2003).
Participacion del nervio vago en la regulacién de las funciones de los ovarios

Con el fin de conocer la participacion de la inervacion parasimpatica en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan las funciones ovaricas se han realizado experimentos que
interrumpen esta via de comunicacion neural entre el SNC y las gonadas, a través de

una vagotomia unilateral o bilateral.
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En animales adultos con ovariectomia unilateral, la seccién de ambos nervios
vagos evaluada 15 dias después de la cirugia, bloquea la hipertrofia compensatoria del
ovario y altera el ciclo estral y la concentracion sérica de gonadotropinas disminuye a
las 5 y 24 horas después del tratamiento. Por ello, los autores sugirieron que el nervio
vago modula la actividad ciclica de los animales, la HCO y la secreciéon de

gonadotropinas (Burden y Lawrence, 1977).

En la rata, la vagotomia abdominal en el dia 8 de prefiez provocé disminucion del
numero de fetos vivos, mientras que en el dia 16 aument6 el numero de reabsorcion de
fetos, lo que fue acompafnado de la disminucion de la concentracién de LH y de
progesterona. Con base en los resultados los autores sugirieron que el nervio vago
participa en la regulacion de la secrecion de LH durante la prefiez a través de una

retroalimentacion neural al hipotalamo (Lawrence y col., 1978).

Burden y colaboradores (1981) mostraron que la vagotomia en proestro o estro
alteré la ciclicidad de los animales ya que en la citologia vaginal se observo hasta 12

dias de diestro continuo.

En ratas adultas, la interrupcién de la inervacion vagal resultoé en el bloqueo de la
secrecion preovulatoria de LH, lo que se acompaio de la pérdida de ciclicidad estral,
disminucién en la respuesta ovarica y en la produccion de esteroides ovaricos (Allen y
col., 1985).

Cruz y colaboradores (1986) mostraron que en la rata adulta la vagotomia
derecha (Nv-D) resulté en disminucién del numero de animales ovulantes, mientras que
la vagotomia bilateral (Nv-B) aumentd el numero de ovocitos liberados. Los autores
concluyeron que el nervio vago participa de manera diferente en la regulacién de la

ovulacion.

Anos mas tarde Chavez y colaboradores (1989) mostraron que el nervio vago
también participa en los mecanismos que regulan la duracion del ciclo estral y que esto
depende del dia del ciclo, ya que la vagotomia unilateral realizada en el dia del estro o
diestro-1, resultaba en cambios en la ciclicidad y no asi cuando se realizaba en el

diestro-2 o proestro.
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En afos mas recientes se ha evidenciado que el resultado de la vagotomia
unilateral o bilateral sobre la ovulacion también depende del momento de la etapa del
ciclo estral. La vagotomia unilateral a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral de la rata
no alterd la ovulacion. En contraste, la Nv-B en diestro-2 resulté en disminucion de la
tasa de animales ovulantes (TAO), sin afectar el numero de ovocitos liberados. Con
base en los resultados los autores sugirieron que la disminucion en la TAO se debe a
una alteracion en la secrecion de la LH, ya que ésta estimula la liberacion de los
ovocitos en los foliculos preovulatorios, y que la informacién que proviene del nervio
vago en las etapas del estro, diestro-1 y proestro al parecer no esta involucrada en los
mecanismos que regulan la ovulacion, mientras que en el diestro-2 es necesaria al
menos la presencia de un nervio vago para que se lleve a cabo este proceso fisioldgico
(Gutiérrez y col., 2015a).

La Nv-D a las 9:00 h en diestro-1 y diestro-2 resulté en la disminucion de la TAO.
En diestro-1, la Nv-B disminuy6 el numero de ovocitos liberados por el ovario derecho
con respecto a lo observado en el grupo con laparotomia ventral, y un aumento del
numero de ovocitos liberados por ambos ovarios respecto al del grupo con vagotomia
izquierda (Nv-I) (Bonilla y col., 2010; Gutiérrez y col., 2015b).

A las 11:00 h, la Nv-D en el estro resulté en la disminucién de la TAO por el
ovario izquierdo sin alterar el numero de ovocitos liberados respecto a la observada en

los animales con laparotomia (datos no publicados).

Con base en los resultados se sugiere que la informacion que reciben los ovarios
a través del nervio vago, modula la accién de las gonadotropinas sobre la ovulacién, lo
que depende de la etapa del ciclo estral y del horario en la que se realice el
tratamiento. Ademas, que el nervio vago es una de las vias que vinculan a las gbnadas
con el SNC (Ricardo y Koh, 1978; Powley y col., 1983; Leslie, 1985).

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL

Las funciones de los ovarios no solo son reguladas por la informacion que proviene del

hipotalamo, la hipdfisis, el propio ovario o la inervacion del mismo, ya que se ha
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mostrado que la informacion que proviene de las adrenales también participan en dicha

regulacion.

Las glandulas suprarrenales se encuentran a cada lado del plano mediano, en el
retroperitoneo. Estan rodeados de tejido conectivo suelto y estan encerrados con los
rinones dentro de la fascia renal, sobre los polos superiores (Okpokam y Johnson,
2014). La glandula derecha que esta en relacién con el rindn derecho, se situa en
posicion antero-lateral al pilar diafragmatico derecho y esta en contacto en su parte
anteromedial con la vena cava inferior y con la parte anterolateral del higado. La
glandula izquierda se encuentra en relacion con el bazo, el estbmago, el pancreas y el

pilar izquierdo del diafragma (Moore y Dalley, 2007).

La glandula adrenal derecha es irregularmente triangular, aplanada de adelante
hacia atras, mientras que la izquierda es mas gruesa en sentido medial y adopta la
forma un casquete semilunar. Cada glandula tiene una superficie concava en la base,
que se aplica sobre la extremidad superior del rifidn y miden 30 mm de alto por 25 mm

de ancho y de 7 a 8 mm de espesor (Latarjet y Ruiz, 2004).

Las glandulas adrenales reciben el aporte sanguineo de las ramas superior,
media e inferior de la arteria diafragmatica inferior, de las arterias renales y
directamente de la aorta. Las arterias adrenales se ramifican y forman un plexo bajo la
capsula. Este plexo irriga la corteza adrenal; algunas de las arterias del plexo penetran
en la corteza y nutren la médula. Este sistema capilar proveniente del plexo arterial que
irriga a la corteza se continua con el sistema venoso que drena esta estructura y da
lugar a la formacion del sistema porta cortico-medular (Figura 19), luego estas
pequefias venas van aumentando de calibre hasta formar las venas adrenales; la
derecha es de corta longitud y drena directamente en la vena cava inferior, la izquierda
de mayor longitud se anastomosa con la vena frénica inferior formando una vena de

mayor calibre que drena en la vena renal izquierda (Brandan y col., 2010).
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Figura 19. Anatomia, localizacion y riego sanguineo de las glandulas adrenales (modificada de
Moore y Dalley, 2007).

Las diferencias funcionales de la corteza y la médula adrenal se relacionan con su
origen embrionario. La médula deriva del ectodermo de la cresta neural embrionaria y
segrega catecolaminas: adrenalina y noradrenalina, mientras que la corteza deriva del
mesodermo, y secreta hormonas esteroides. La corteza adrenal desde el punto de vista
histolégico se subdivide en tres zonas anatoémica y funcionalmente diferentes:
glomerular, fascicular y reticular (Figura 20) (Martin y Caron, 2007; Fox, 2011).
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Figura 20. Estructura de la glandula adrenal (Martin y Cardn, 2007).

Por debajo de la capsula se localiza la zona glomerular que ocupa aproximadamente un
15 % de la corteza adrenal y esta formada por cumulos de células pequefias que
forman esferas o asas (Nora y col., 2008). Secreta mineralocorticoides (entre ellos la
aldosterona), los que estimulan la reabsorcién de Na* y agua, y la excrecion de K* por el
riidn. Estas acciones ayudan a incrementar el volumen sanguineo, la presion arterial y

regulan el equilibrio de electrolitos en la sangre (Raux, 2010; Fox, 2011).

La zona fascicular constituye alrededor de un 75% de la corteza y contiene
células de mayor tamafo dispuestas en largos cordones (Nora y col., 2008). Secreta
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores), que poseen
diversos efectos sobre el metabolismo: 1) estimulan la gluconeogénesis (produccion de
glucosa a partir de aminoacidos y acido lactico) e inhibe la utilizacién de glucosa en

——————————————
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sangre, y 2) promueve la lipdlisis (desintegracién de grasa) y la liberacion consiguiente
de acidos grasos libres hacia la sangre. Los glucocorticoides desempefian un papel
esencial durante la respuesta al estrés (traumatico, infeccioso, psicolégico) (Hill y col.,
2006; Fox, 2011).

La zona reticular, la parte mas interna de la corteza, ocupa el 10% restante y
presenta limites bien definidos con la zona fascicular y la médula. Esta formada por
células de tamafo intermedio dispuestas en cordones irregulares o red anastomosada.
Secreta dehidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) y
androstenodiona, las que no tienen actividad androgénica por si mismos, pero pueden

convertirse en andrégenos en los tejidos periféricos (Nora col., 2008; Raux, 2010).

Las funciones de la glandula adrenal estan reguladas por la hormona
adrenocoticotrépica (ACTH), sin embrago también posee receptores para la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), cuya estimulacion directa, independiente de la

ACTH, promueve la esteroidogénesis (Gerulewicz y Hernandez-Andrade, 2009).

La CRH es un neuropéptido de 41 residuos de aminoacidos producido por las
neuronas en el nucleo paraventricular parvocelular medial (mpPVN) del hipotalamo. Las
terminales nerviosas de las neuronas que sintetizan a la CRH terminan en la eminencia
media donde la liberan por exocitosis al sistema portal hipotalamico-hipofisario. A través
de éste se transporta hasta unirse a su receptor de membrana que se encuentra en los
corticotropos (constituyen el 20% de la poblacidon celular de la adenohipdfisis) y
estimula la secrecion de la ACTH (Figura 21) (Arce, 2006; Arce y Costoya, 2006;
Mendoza, 2008; Brunton, 2015).
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Figura 21. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal. mpPVN: nucleo paraventricular parvocelular
medial, CRH: Hormona liberadora de la corticotropina, AVP: Arginina Vasopresina, ACTH:
Hormona adenocorticotrépica (Brunton, 2015).

El precursor de la ACTH es una molécula de 240 aminoacidos Ilamada
propiomelanocortina (POMC). La trascripcién de la POMC inicia cuando se lleva a cabo
la unién de la CRH a su receptor. En este precursor se produce un corte proteolitico

especifico en las células corticotropas hasta llegar a obtener un péptido de 39 aa
(ACTH) (Diéguez y Aguilar, 1997).

La secreciéon de la ACTH presenta un ritmo circadiano donde las concentraciones
maximas de secrecion se observan en las primeras horas de la manana (06:00 h) y la
produccion mas baja en la ultima hora de la tarde (Arce, 2006).
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La ACTH es liberada a la circulacion general y se une a proteinas plasmaticas o
continua libre hasta llegar a las glandulas adrenales, donde se une a sus receptores
especificos (melanocortina-2) que activan las vias del AMPc y la MAP-cinasa e induce

la esteroidogénesis (Mendoza, 2008; Brunton, 2015).

El estrés estimula la liberacion de las hormonas de las adrenales (Rodriguez-
Fernandez y col., 2013). Los glucocorticoides actuan a través de receptores en la
adenohipdfisis, el nucleo paraventricular y el hipocampo (Figura 21) (Brunton, 2015).
Los mineralocorticoides actuan a través de receptores en el riiidn, el colon, la
paratiroides, el hipocampo y el arbol vascular (Vazquez-Guerrero y Garcia-Romero,
2001). Las células de la médula adrenal secretan una mezcla de hormonas
catecolaminérgicas en la circulacion sanguinea: 85% de epinefrina (adrenalina), 15% de

norepinefrina (noradrenalina) y cantidades minimas de dopamina (Saladin, 2012).

Los multiples efectos de las catecolaminas se ejercen a través de receptores
adrenérgicos o adreno-receptores cuyo numero en un determinado tejido es dinamico.
Sus efectos dependen de su concentracion, del numero y estado funcional de los

adrenoceptores (Arias y col., 1999).

Las catecolaminas adrenales se encuentran en la vesicula simpatica o granulo
cromafin. Su liberacion ocurre por exocitosis, desde donde los contenidos vesiculares
son descargados al espacio extracelular adyacente a un capilar. Tienen una vida media
corta en el plasma (1 a 2 minutos), a raiz de su captacion celular o de su degradacién

enzimatica (Shapiro y Gross, 1992, Barontini, 1997).

La adrenalina produce efectos importantes como el aumento de la frecuencia
cardiaca, vasoconstriccidon, broncodilatacion y aumento del metabolismo. La
noradrenalina se secreta en mayor medida en los tumores adrenales de gran tamafo,
causando hipotension ortostatica, bradicardia e hipertensién arterial sistélica y diastélica
(Handal, 2012).

La liberacién de adrenalina y noradrenalina de la médula adrenal esta controlada
por la accion de los nervios simpaticos preganglionares. Estas fibras son colinérgicas;

es decir, liberan acetilcolina como neurotransmisor. La médula adrenal actia en
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conexiéon y de forma coordinada con el SNC en las situaciones de peligro o estrés, el
hipotalamo recibe impulsos que a su vez transmite a las neuronas preganglionares
simpaticas, y estas ultimas hacen que las células cromafines incrementen la produccién

de adrenalina y noradrenalina (Randall y col., 2002; Cuenca, 2006).

Inervacion de las Glandulas Adrenales

Las glandulas adrenales son inervadas por fibras nerviosas intrinsecas y extrinsecas
(Figura 22) (Parker y col., 1993).

La inervacién intrinseca se compone de células ganglionares situadas debajo de
la capsula o dispersas entre las células de la corteza y la médula (Figura 22) (Parker y
col., 1993). La inervacion se origina a partir de dos tipos de células ganglionares
medulares: las células de tipo 1 son noradrenérgicas y NPY-positivas, mientras que el
tipo 2 producen oxido nitrico sintetasa (nNOS) y VIP (Delarue y col., 2001; Ulrich-Lai y
col., 2006).
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Las glandulas adrenales reciben inervacion a través de dos plexos nerviosos: el plexo
suprarrenal y el plexo celiaco. El plexo nervioso suprarrenal se origina a partir de ramas
del plexo celiaco, las fibras que componen este plexo se derivan del nervio esplacnico,
de los ganglios celiacos y de los nervios frénico y esplacnico mayor, formandose un
ganglio en el punto de unién con este ultimo nervio (Teitelbaum, 1942). El plexo solar o
celiaco (a través del cual la adrenal recibe la mayor parte de su suministro nervioso) es
una densa red nerviosa que rodea a la arteria aorta ventral en el punto de donde salen
la arteria mesentérica superior y el tronco celiaco, a nivel de la primera vértebra lumbar,
detras del estbmago. La raiz parasimpatica del plexo celiaco es una rama del tronco
vagal posterior que contiene fibras de los nervios vago derecho e izquierdo. Las raices
simpaticas del plexo celiaco son los nervios esplacnicos mayor y menor (Moore y Agur,
2003).

Los nervios esplacnicos constituyen la via simpatica mas importante de la
glandula adrenal y se originan a partir de fibras preganglionares. El nervio esplacnico
mayor se forma a partir de ramos de los ganglios toracicos quinto a noveno. Desciende
en forma oblicua a los costados de los cuerpos de las vértebras toracicas y atraviesa el
pilar del diafragma para establecer sinapsis con células excitadoras en los ganglios del
plexo celiaco, el plexo renal y la médula suprarrenal. EIl nervio esplacnico menor se
forman a partir de los ramos de los ganglios toracicos décimo y undécimo. Desciende
con el nervio esplacnico mayor y atraviesa el diafragma para unirse a células

excitadoras en los ganglios de la parte inferior del plexo celiaco (Snell, 2007).

Los estudios indican que el 88.2% de las fibras nerviosas esplacnicas en la rata son
preganglionares; la mayoria de las neuronas simpaticas preganglionares estan
localizadas entre el segmento T7-T12 de la médula espinal. Una pequeia proporcion de
los nervios suprarrenales son postganglionares y proceden de los ganglios autdbnomos
(Figura 23) (Toth y col., 1997).
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Fibras nerviosas corticales A

Arteria

Fibras nerviosas medulares

Figura 23. El diagrama muestra la distribucion de las terminales nerviosas en la capsula y la
zona glomerular (A), y la yuxtaposicion medular regién cortical (B). A: El nervio esplacnico
inerva las arteriolas, las células de la zona glomerular y a menudo estan cerca de las células de
los capilares corticales o tejido conectivo. B: En la médula, la mayor parte de las fibras
nerviosas inervan las células cromafines. ZR: células de la zona reticular, ZG: células de la zona
glomerular, FB: fibroblastos, CC: células cromafines, GGC: células ganglionares (To6th y col.,
1997).

La inervacion catecolaminérgica ha sido la mas estudiada. Alrededor del 50% de
todas las neuronas parecen ser noradrenérgicas. Los haces de nervios presentes en la
capsula, forman un plexo neural capsular y subcapsular; desde este sitio los haces
nerviosos penetran en la zona glomerular. En esta zona, la distribucién del plexo neural
subcapsular es la siguiente: alrededor del 44% de las numerosas varicosidades del
axoén se asocian con arteriolas; 36% de las varicosidades estan cerca de los capilares
(por ejemplo, células endoteliales y pericitos) y ademas cerca de las células del tejido
conectivo (fibroblastos, mastocitos o adipocitos); y alrededor del 20% de las
terminaciones nerviosas se unen a las células de la zona glomerular (Figura 24)
(Holzwarth y col., 1987; Parker y col., 1993; Vinson y col., 1994; Té6th y col., 1997).

37



.-,
-e v

-

v

»
»
»

»
3
A |
.
e
LI
..

Figura 24. Disposicion general de las fibras nerviosas noradrenérgicas. La mayor parte de las
fibras nerviosas estan situados en la capsula (c). zg: zona glomerular, zf: zona fascicular,
zr:zona reticular, m: médula, n: fibras del nervio, a: arteriola, ma: arteria medular, s: sinusoides,
i:islotes aislados de células cromafines, gc: células ganglionares (Vinson y col., 1994).

La inervacion que llega a la corteza adrenal contiene diversos neurotransmisores y
neuropéptidos: catecolaminas, VIP, NPY, leucina-encefalina, CGRP, SP, galanina,
taquicininas y polipéptido de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) (Holzwarth y
col., 1987; Vinson y col., 1994; Delarue y col., 2001).
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Las fibras simpaticas que inervan la médula adrenal se originan de los niveles
T3-L2 de la médula espinal, pero el mayor numero de fibras surgen en T9 y T10
(Figura 25). Los informes mas recientes muestran que las fibras postganglionares de la
glandula adrenal, en parte, inervan los vasos sanguineos corticales (Parker y col.,
1993).

La médula adrenal izquierda recibe un suministro importante de nervios aferentes,
cuyos cuerpos celulares se encuentran dentro de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) y

el ganglio sensorial vagal (nodoso) (VSG) (Parker y col., 1993).
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Figura 25. Diagrama esquematico simplificado de la inervacion simpatica preganglionar
colinérgica de la médula adrenal de rata. ACH: acetilcolina (modificada de
http://biologiaentonomenor.blogspot.mx/2016/08/en-torno-los-rinones.html Fecha de consulta
08/11/2016).

Las células cromafines estan inervadas por fibras preganglionares que se originan en la
médula espinal y discurren a lo largo del nervio esplacnico, cuyas terminaciones
nerviosas liberan acetilcolina. Esta es reconocida y se combina con receptores
colinérgicos especificos, de tipo nicotinico o muscarinico, dependiendo de las especies,
que al ser activados estimulan la secrecién de catecolaminas (Figura 26) (Sanchez y
Armijo, 1987; Parker y col., 1993).
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Figura 26. Esquema de la conexion esplacnico-adrenal. Las terminaciones nerviosas del
esplacnico cuando son invadidas por un potencial de accion liberan acetilcolina (m), que a su
vez activa receptores colinérgicos (==), presentes en la membrana de la célula cromafin, la
despolariza y favorece la entrada de calcio (e). El incremento de la concentracién intracelular de
calcio libre, en ultima instancia, pone de marcha la liberacién de las catecolaminas por
exocitosis (modificada de Sanchez y Armijo, 1987).

En la rata, el NPY se colocaliza con VIP en la capsula y en la zona glomerular. Las
fibras inmunoreactivas a NPY estan asociadas con los vasos sanguineos en la capsula
y la médula (Vinson y col.,, 1994). En la corteza, el NPY estimula la secrecion de

aldosterona (Delarue y col., 2001).

Las fibras que suministran VIP a la glandula adrenal de la rata se distribuyen
principalmente dentro de la capsula, la zona glomerular y la médula (Holzwarth y col.,
1987; Vinson vy col., 1994; Delarue y col., 2001). ElI VIP estimula la secrecién de
glucocorticoides y mineralocorticoides en la corteza adrenal, y en la médula es un
potente estimulador de células cromafines ya que tiene un efecto estimulador sobre la

liberacion de catecolaminas (Delarue y col., 2001).

Las fibras nerviosas que contienen CGRP se encuentran presentes en la corteza
y la médula adrenal (Delarue y col., 2001). Los haces que penetran la capsula se
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distribuyen en regiones subcapsulares y la zona glomerular donde se encuentran en
estrecho contacto con las células corticales y solo algunos pasan directamente a la
meédula (Vinson y col., 1994).

En la glandula adrenal de la rata se han detectado fibras nerviosas que contienen
SP, las cuales penetran en la corteza y terminan en la médula. Estas fibras SP-inmuno-
reactivas probablemente se originan en el nervio esplacnico y de los ganglios de la raiz
dorsal. La SP estimula la secrecion de corticosterona y aldosterona (Delarue y col.,
2001).

La glandula adrenal recibe inervacion directa del nervio vago y le llegan fibras del
vago que pasan a través del ganglio celiaco (Figura 27). Aunque las fibras del nervio
vago entran en el plexo celiaco no tienen ninguna relacion funcional con los ganglios.
Existe evidencia que apoya que cada glandula posee inervacion vagal bilateral
(Teitelbaum, 1942).

Nervio
Vago (X)

\—— Plexo cardiaco

Plexo pulmonar—
Corteza

Médula
adrenal

adrenal

Ganglio celiaco ~ —— A g
Plexo adrtico \\ \'//—‘\
5

Glandula adrenal

Plexo esofagico —

Figura 27. Trayecto del nervio vago hacia las adrenales (modificada de Moore y Dalley, 2007).

Coupland y colaboradores (1989) proporcionaron evidencia que la glandula adrenal
recibe inervacion vagal sensorial. Utilizando trazadores retrégrados, fast blue (FB) y
peroxidasa de rabano (HRP) inyectados en la capsula de la glandula adrenal izquierda,

observaron neuronas marcadas ipsi y contralateral en los ganglios sensoriales vagales

s
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(ganglios nodosos). Se marcaron ligeramente mas neuronas sensoriales vagales ipsi-
que contralaterales. Las células marcadas con FB en el ganglio nodoso izquierdo fueron
de 15.4+2.5, mientras que en el ganglio contralateral (derecho) el marcaje fue de
11.84£1.9. En ratas con vagotomia unilateral no se observaron neuronas marcadas en el
ganglio nodoso ipsilateral a la seccion del nervio, pero si en el ganglio contralateral a la
seccion. Los resultados obtenidos después de la vagotomia unilateral muestran que en
la rata las fibras cruzan claramente la linea media debajo de la region cervical inferior

probablemente en los plexos esofagicos, pulmonares o0 ambos.

En el 2008, Toth y colaboradores realizaron un estudio de las neuronas
cerebrales implicadas en la inervacion tanto de la glandula adrenal y del ovario.
Mediante el doble rastreo viral, se inoculé la glandula adrenal izquierda y el ovario
izquierdo. Se detectd la doble infeccidbn en neuronas de la médula ventrolateral, el
nucleo del tracto solitario, el nucleo caudal del rafe, grupos celulares noradrenérgicos
A5 y en nucleo paraventricular del hipotalamo. Mediante estos resultados indicaron que
hay neuronas en el SNC que contribuyen a la inervacion transneuronal tanto de la
glandula adrenal y el ovario. Los datos sugieren un nuevo tipo de interaccion, que

integran la actividad funcional de las dos glandulas.

Participacion de las glandulas adrenales en la ovulacion

La participacion de las adrenales sobre la ovulacion ha sido analizada mediante

la extirpacion unilateral o bilateral de las glandulas adrenales.

Peppler y Jacobs (1976 y 1980), mostraron que la adrenalectomia bilateral (Adx-
B) realizada entre las 8:00 y 12:00 h de diestro-1 a ratas hembras adultas (de 57 dias
de edad) resulté en la disminucion del numero de ovocitos liberados cuantificados un
ciclo después de la cirugia. Esta respuesta fue similar cuando la Adx-B se realizd en
animales de 75 dias de edad, que fueron sacrificados 30 dias después. Con base en los
resultados, los autores propusieron que las adrenales son parte de las sefales

quimicas que estimulan la ovulacién.
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Debido a que el ambiente hormonal en la rata cambia con base en la hora y la
etapa del ciclo estral, nuestro equipo de trabajo analizé la participacion de las glandulas
adrenales a las 7:00, 9:00 y 11:00 h en cada etapa del ciclo estral sobre la ovulacion y
la ciclicidad, y también se analiz6 si dichos efectos dependen de la glandula izquierda o

de la glandula derecha (Martinez, 2015).

Martinez (2015) mostré que la Adx-B en ratas realizada en la etapa del Diestro-1
resultd en la disminucion del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
respecto al observado en los animales con adrenalectomia izquierda (Adx-l). En
contraste, la extirpacion de la adrenal derecha (Adx.D) en Diestro-2 se tradujo en
aumento del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo respecto a la de los

animales con Adx-I.

Martinez (2015) mostré que la Adx-D a ratas adultas realizada en la etapa del
diestro-1, resulté en la disminucion de la TAO por el ovario izquierdo al observado en
los animales con adrenalectomia izquierda (Adx-1) o laparotomia. En diestro-2 esta
misma resulté en un aumento del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
al ser comparada con el del grupo de animales con ADx-l. La Adx-B en diestro-1 resulté
en la disminucidn del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo con respecto

al del grupo de animales con Adx-I.

Las ratas con Adx-B en Diestro-2 presentaron aumento en la masa del ovario
derecho, lo que se acompaid del aumento en la masa ovarica, respecto a la del grupo
con adrenalectomia unilateral. Cuando la cirugia se realizd en proestro los animales
presentaron aumento en la masa del ovario derecho y de ambos ovarios con respecto

al del grupo con Adx-D (Martinez, 2015).

Con base en dichos resultados, Martinez (2015) sugirié que la informacion que
proviene de una u otra adrenal en la mafnana de diestro-1 y proestro es indispensable
en la estimulacion de la secreciéon de la LH que conlleva a la ovulacion. Asimismo, que
la informacion que proviene de una sola adrenal en la mafana provee el ambiente
hormonal necesario que culmina con el proceso de ovulacién y mantienen la ciclicidad

de los animales.
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A las 9:00 horas la falta de la adrenal izquierda o derecha durante el ciclo estral
no modificd la TAO de animales ovulantes, ni el numero de ovocitos liberados por el

ovario izquierdo o derecho (Martinez, 2015).

La Adx-B a las 11:00 h en la etapa de diestro-1 resultdé en la disminucién de la
TAO de ambos ovarios con respecto a los animales con laparotomia. Cuando la misma
cirugia se realiz6 en proestro resultd en la disminucién de la TAO del ovario derecho al
ser comparado con animales con laparotomia y adrenalectomia. Este grupo de
investigadores llegaron a la conclusion de que la ovulacion es un evento fisiolégico que
es regulado por las gonadotropinas y por la informacién proveniente de las adrenales lo
cual depende de la hora etapa del ciclo estral, el ovario y la adrenal analizado en el

estudio (Martinez y col., 2015).

Con base en estos resultados, se propone que las adrenales forman parte de los
mecanismos involucrados en la regulacion de la ovulacion, lo que depende de la hora

en la que se realice el tratamiento y de la etapa del ciclo estral.

44



JUSTIFICACION

La ovulacion es regulada por sefales neuroendocrinas que provienen del hipotalamo, la
hipdfisis y el propio ovario. Se tienen evidencias que muestran que la falta de una o
ambas adrenales o de uno o ambos nervios vago por la mafiana de cada etapa del ciclo
estral resulta en cambios en la ovulacion y la ciclicidad que dependen de la adrenal o el

nervio vago in situ, la hora y la etapa del ciclo estral en la que se realiza el estudio.

El nervio vago inerva a los ovarios y las glandulas adrenales reciben inervacion
directa del nervio vago y fibras del vago que pasan a través del ganglio celiaco. Por lo anterior,
es posible suponer que haya comunicacion nerviosa entre los ovarios y las adrenales a
través del nervio vago, que explique los resultados obtenidos en los animales con

adrenalectomia o vagotomia sobre la ovulacion.

HIPOTESIS

La seccidn unilateral del nervio vago seguida de la adrenalectomia contralateral a la
seccion del nervio resultara en la pérdida de la comunicacion nerviosa entre los ovarios
y la adrenal in situ, lo cual se traducira en disminucion o ausencia de la frecuencia de
animales que ovulan y cambios en la ciclicidad lo cual dependera de la adrenal o el

nervio vago in situ, la hora y la etapa del ciclo estral en la que se realice la intervencion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar si en la regulacion de la ovulacién, el nervio vago vincula la informacion entre
los ovarios y las adrenales y si esta vinculacion funcional depende de la hora de la

manfana y de la etapa del ciclo estral en la que se realiza el estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra, adultas, de tres meses de edad, ciclicas, de la cepa CIIZ-V,
mantenidas en condiciones controladas: con un fotoperiodo de 14 horas luz y de 10
horas de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), libre acceso al agua y al
alimento (Purina lab chow 5001). El ciclo estral de las ratas fue monitoreado mediante la
toma diaria de frotis vaginales y sélo se utilizaron aquellas que presentaron por lo

menos dos ciclos consecutivos de 4 dias de duracion.

Todas las intervenciones quirurgicas se realizaron en la mafana de cada etapa
del ciclo estral y para ello, las ratas fueron anestesiadas con éter (un tiempo
aproximado de 2 a 3 minutos). Los grupos experimentales se conformaron de 7

animales.

Grupos Experimentales

Seccién del nervio vago unilateral y adrenalectomia contralateral: Para analizar si
entre los ovarios y la adrenal derecha existe vinculacion funcional para regular la
ovulacion a través del nervio vago izquierdo (vinculacion funcional contralateral) en un
grupo de animales se llevd a cabo la vagotomia izquierda y a continuacion se extirpo la
adrenal derecha (Nv-1+Adx-D) (Figura 28A).

En otros grupos de ratas se analizd si entre los ovarios y la adrenal izquierda
existe vinculacién funcional para regular la ovulacion a través del nervio vago derecho
(vinculacion funcional contralateral), para lo cual se llevé a cabo la vagotomia derecha

seguida de la adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-1) (Figura 28B).

Para analizar si la vinculacion funcional entre los ovarios y la adrenal in situ en la
regulacion de la ovulacion depende de la etapa del ciclo estral, las cirugias se llevaron a
cabo a las 7:00, 9:00 y 11:00 h en cada etapa del ciclo estral. Al finalizar las
intervenciones, los 6rganos expuestos fueron retornados a su lugar, las heridas se

suturaron por planos y se utilizé alcohol yodado como antiséptico.
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Figura 28. Representacion esquematica de la vagotomia izquierda seguida de la
adrenalectomia derecha (A) y una vagotomia derecha seguida de la adrenalectomia izquierda
(B). La linea azul corresponde al nervio vago izquierdo y la linea azul punteada corresponde al
nervio vago derecho. En ambas figuras la seccién de los troncos vagales esta representada con
una linea roja punteada por encima del estémago y la extirpacion de la glandula adrenal con
una X. RI: rindn izquierdo: RD: rifidn derecho (modificada de Moore y Dalley, 2007).
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Como grupos de comparacion se utilizaron animales sometidos a los siguientes

. *
tratamientos :

Testigo absoluto: Con el fin de conocer si existen diferencias en el porcentaje de
animales ovulantes, el numero de ovocitos liberados entre un ovario y otro, y la masa
de los ovarios y las adrenales, animales ciclicos e intactos fueron sacrificados en la

etapa de estro vaginal.

Laparotomia ventral: Para analizar los efectos de la laparotomia ventral sobre la
ovulacion, la ciclicidad y la masa de ovarios, utero y adrenales, un grupo de animales
fueron anestesiados y se les realizé una incision ventral horizontal de aproximadamente
de 1 cm en la cavidad abdominal por debajo del esterndn que abarcé piel, musculo y
peritoneo, sin manipular ningun 6rgano. Posteriormente se suturé la herida por planos y

se utilizé alcohol yodado como antiséptico.

Adrenalectomia Unilateral: Para analizar la participacion de las adrenales por la
mafana del ciclo estral de la rata sobre la ovulacion, la ciclicidad y la masa de los
ovarios, el utero y las adrenales, los animales fueron anestesiados y sometidos a una
laparotomia ventral. Posterior a ello, el estbmago y el bazo fueron desplazados hacia la
derecha y se extirpd la adrenal izquierda (Adx-l) (Figura 29A). A otro grupo de ratas,
una vez realizada la laparotomia, los I6bulos del higado se desplazaron hacia arriba y a
la izquierda con precaucion de no lastimarlos, se localizé el rindn y se extirpd la adrenal
derecha (Adx-D) (Figura 29B). Al finalizar la cirugia, los 6érganos fueron retornados a su

lugar, la herida se suturd por planos y se utilizé alcohol yodado como antiséptico.

*NOTA: Los resultados de los grupos intacto, con laparotomia ventral o con

adrenalectomia unilateral que se utilizaron para realizar el analisis estadistico
fueron tomados de la tesis de licenciatura de Martinez (2015).
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Figura 29. Representacién esquematica de la adrenalectomia izquierda (A) o derecha (B). En
ambas figuras la extirpacion de la glandula adrenal esta representada con una X. RI: riidén
izquierdo: RD: rifion derecho (modificada de Moore y Dalley, 2007).

- . * . . . .z . ~
Vagotomia unilateral™: Para analizar la participacion del nervio vago por la mafiana en

cada etapa del ciclo estral sobre la ovulacion, la ciclicidad y la masa de los ovarios, el
utero y las adrenales, a animales bajo las mismas condiciones experimentales del grupo
con laparotomia se les realizé vagotomia unilateral. En un grupo de ratas se expuso el
estdmago a nivel sub-diafragmatico, se exteriorizé el esofago, se localizé el nervio vago
izquierdo (el cual se encuentra anterior al eséfago), y posteriormente se secciond (Nv-I)
(Figura 30A). A un segundo grupo de ratas, una vez expuesto el estbmago, éste fue
girado a la derecha para seccionar el nervio vago derecho (Nv-D) localizado en la parte
posterior del eséfago (Figura 30B). Al finalizar la cirugia, los 6rganos expuestos fueron
retornados a su lugar, la herida se suturd por planos y se utilizé alcohol yodado como

antiséptico.

*NOTA: Los resultados de los grupos con vagotomia unilateral a las 7:00, 9:00 u
11:00 h que se utilizaron para realizar el analisis estadistico fueron tomados de
Gutiérrez y colaboradores (2015ab), Bonilla (2010, 2011) y de resultados no

publicados.
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Figura 30. Representacion esquematica de la vagotomia izquierda (A) o derecha (B). Nervio
vago izquierdo (linea azul) y nervio vago derecho (linea punteada azul). En ambas figuras la
seccion de los troncos vagales esta representada con una linea punteada roja por encima del
estémago.

Autopsia

Una vez que en los animales se llevaron a cabo las diferentes cirugias (Nv-I+Adx-D o
Nv-D+Adx-l) fueron retornados a sus jaulas para su recuperacion. Al dia siguiente se
reanudo la toma del frotis vaginal con el fin de conocer lo que sucedié con su patréon de
ciclicidad. El dia que se presentd el estro vaginal fueron pesados y sacrificaron por
sobredosis con éter a la misma hora en la que se llevd a cabo la cirugia (7:00, 9.00 u
11:00 h).

Se diseccionaron los 6rganos (la adrenal remanente, el utero y los ovarios), y
fueron pesados en una balanza analitica. Las masas de los érganos se expresaron en

miligramos por cada 100 g de masa corporal (mg/100 g M.C.).

En los oviductos de los ovarios se extrajeron los ovocitos sobre un portaobjetos y
se cuantifico el numero de ovocitos liberados por cada ovario con ayuda del
microscopio estereoscopico. Esto fue corroborado mediante la tincion de los ovocitos
con la técnica de tincion de Hematoxilina-Eosina y se utilizé el microscopio 6ptico para

contar los ovocitos liberados. Los resultados fueron expresados como la media mas

s
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menos el error estandar de la media (Media + e.e.m.). La tasa de animales ovulantes
(TAO) fue definida como el numero de animales que ovulan entre el numero de

animales tratados y fue expresada en porcentaje (PAO).

El analisis estadistico

El numero de ovocitos liberados se analizé mediante la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis seguida de una prueba de Dunn. La tasa de animales ovulantes (TAO) se analizo

mediante la prueba de probabilidad exacta de Fisher.

Los resultados de la masa corporal, del utero, de las adrenales y los ovarios se
analizaron por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA), seguida de la
prueba de Tukey. En todos los casos, se considerod significativas aquellas diferencias en

las cuales la probabilidad fue menor o igual al 5%.
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RESULTADOS

Animales con seccion del nervio vago izquierdo seguida de adrenalectomia
contralateral

Ciclicidad

La Nv-1+Adx-D en las etapas de estro y diestro-1 resulté en alteraciones del ciclo estral
(independientemente de la hora en la que se realizé la cirugia), ya que los animales
requirieron un dia adicional, en la etapa de diestro, para que presentaran el estro
vaginal. Cuando el tratamiento se realiz6 en el proestro a las 7:00 u 11:00 h, los
animales operados también requirieron 24 horas para que presentaran el estro vaginal,
pero en la etapa de proestro (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de animales que presentaron alteraciones del ciclo estral cuando fueron

sometidos a vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha a las 7:00, 9:00 u 11:00 h
de cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el estro vaginal.

7:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que
L, . Retraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D D P E 14.3 24 horas
D1 D D P E 28.6 24 horas
D2 D P E 14.3 24 horas
P P E 14.3 24 horas
9:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que R
L . etraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D D P E 28.6 24 horas
D1 D D P E 14.3 24 horas
D2 D P E 14.3 24 horas
P E 0 -
11:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que R
Lo . etraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D D P E 42.8 24 horas
D1 D D P E 42.8 24 horas
D2 D P E 85.7 24 horas
P P E 14.3 24 horas
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La Nv-l1+Adx-D en la etapa de estro no modifico el PAO independientemente de la hora
en la cual se realiz6 la cirugia. Sin embargo, esta intervencion a las 9:00 h result6 en la
disminucién del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y a las 11:00 h por
el ovario derecho al compararse con el del grupo de animales con Nv-I; sin afectar este

parametro cuando el estudio se realizé a las 7:00 h (Grafica 1).

El tratamiento a las 7:00 h resultd en el aumento de la masa corporal cuando se
comparo con la del grupo de animales con laparotomia o con Nv-I, y en disminucion de
la masa del ovario izquierdo (con respecto a la del grupo con Adx-D) y del ovario
derecho (con respecto a la del grupo de animales con laparotomia o Adx-D). La masa
de la adrenal que permanecio in situ (adrenal izquierda) presenté disminucion al
compararla con la del grupo con Adx-D; mientras que a las 9:00 h presenté aumento de
su masa al compararla con la del grupo con Nv-I. A las 11:00 h, la Nv-I+Adx-D no
modificé la masa corporal, ni la masa de los érganos con respecto a lo registrado en los

animales control (laparotomia, Nv-1 o Adx-D) (Cuadro 2).

En la etapa de diestro-1, la Nv-I+Adx-D no modifico el PAO, ni el numero de
ovocitos liberados independientemente del horario en que se realizé el tratamiento
(Grafica 2). Dicha cirugia a las 7:00 h no resulté en alteraciones en la masa corporal o
la de los 6rganos con respecto a lo registrado en los animales control. Sin embargo, a
las 9:00 h resulté en el aumento de la masa del ovario izquierdo con respecto a la del
grupo de animales con laparotomia. Aunado a esto, la masa del utero resulté en
disminucién cuando es comparada con la del grupo de animales con Adx-D. Los
animales operados a las 11:00 h registraron aumento de la masa corporal, con respecto
a la del grupo de animales con Adx-D, y disminucién de la masa del ovario derecho

cuando se compara con la del grupo de animales con Adx-D (Cuadro 3).
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Grafica 1. Media £ e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario
derecho de animales con laparotomia, vagotomia izquierda (Nv-l), adrenalectomia derecha
(Adx-D) o vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha (Nv-1+Adx-D) a las 7:00,
9:00 u 11:00 h en la etapa de estro y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.
#p<0.05 vs. Nv-I (Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Cuadro 2. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia izquierda, adrenalectomia derecha o vagotomia izquierda seguida de
adrenalectomia derecha a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de estro y que fueron
sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h

Tratamiento Masa Ov_ario Ovario Utero Adrgnal Adrenal

Corporal Izquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia = 235.116.2 16.0£1.6 15.4+1.5 | 165.5+11.8 | 14.9+1.2 12.5£1.7
Nv-I 230.0+6.9 14.310.7 14.9+0.6 170.9+9.2 13.2+0.6 12.1+£0.6
Adx-D 257.618.4 17.94£1.3 17.310.8 176.017.4 20.7£1.5 Extirpada
Nv-I+Adx-D | 248.0%8.0*# 14.7+2.2& 13.4%1.0*& | 143.2+8.4 14.0%x0.5& Extirpada

9:00 h

Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adr_enal Adrenal

Corporal Izquierdo Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia | 261.415.7 11.6£0.7 12.9+0.9 150.7£10.8 | 13.1+0.6 12.41£0.7
Nv-I| 251.9+101 11.3£1.0 12.240.5 | 158.214.6 12.310.4 10.910.4
Adx-D 261.0+£10.5 11.7£0.7 13.3£0.8 | 157.119.5 @ 14.9%1.1# Extirpada
Nv-I+Adx-D 250.7+5.2 12.6£0.6 13.1£0.4 | 163.0+0.4 | 15.1%0.4# Extirpada

11:00 h

Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adr_enal Adrenal

Corporal Izquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia = 271.0+6.6 13.41£1.0 13.7£0.8 | 153.7£12.6  12.4+0.5 12.51£0.5
Nv-I 255.7+4.5 15.310.4 14.310.4 | 152.5+3.4 13.710.6 13.7£0.7
Adx-D 239.7+8.3 15.1£1.6 15.6£1.4 | 158.1+9.3 16.4£1.5 Extirpada
Nv-I+Adx-D 236.1+8.7 13.91£0.9 15.1£0.9 | 175.1£19.0  15.7+1.3 Extirpada

Vagotomia izquierda

(Nv-I),

adrenalectomia derecha

(Adx-D), vagotomia izquierda seguida de

adrenalectomia derecha (Nv-I+Adx-D). *p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-I, &p<0.05 vs. Adx-D
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 2. Media £+ e.e.m del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario
derecho de animales con laparotomia, vagotomia izquierda (Nv-l), adrenalectomia derecha
(Adx-D) o vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha (Nv-I+Adx-D) a las 7:00,
9:00 u 11:00 h en la etapa de diestro-1 y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.
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Cuadro 3. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia izquierda, adrenalectomia derecha o vagotomia izquierda seguida de
adrenalectomia derecha las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de diestro-1 y que fueron
sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h
Tratamiento Masa Ov_ario Ovario Utero Adr.enal Adrenal
Corporal Izquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia = 242.7+7.2 16.61£1.3 15.91£0.9 176.615.2 14.0£0.5 12.841.2
Nv-I 242.7+6.9 14.81£0.9 14.6£1.3 | 182.7£11.0 12.4+0.6 11.810.4
Adx-D 244.9+8.9 14.7£1.5 14.7£1.9 | 172.4+13.3 16.1£1.7 Extirpada
Nv-I+Adx-D 271.3t6.4 14.61£1.0 13.910.9 | 159.9+12.1 13.6£0.9 Extirpada
9:00 h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adrgnal Adrenal
Corporal Izquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia | 263.4+7.4 10.31£0.9 11.91£0.9 173.7£13.4 | 124104 12.310.8
Nv-I| 252.3+5.8 11.31£0.9 12.51£0.7 153.2+8.5 13.7£1.9 9.7+1.1
Adx-D 251.0£7.7 | 17.021.4*# | 16.5x1.2*# | 187.917.8 16.2+1.1 Extirpada
Nv-I+Adx-D | 246.417.2 14.7+1.0* 13.910.8 | 141.4%6.7& | 11.6x1.2 Extirpada
11:00 h
Tratamiento Masa Ovi-Jrio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal lzquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia = 246.1+4.5 15.8%£1.5 15.4+£1.0 167.2+7.2 15.31£0.8 16.31+0.8
Nv-I 246.3+5.1 14.1+0.4 17.7+0.4 166.4+9.9 12.9+0.7 12.610.4
Adx-D 226.0+4.6"#  18.3+2.1 16.9+1.2 186.4+8.5 19.4+2.2 Extirpada
Nv-I+Adx-D = 252.9%5.7& 13.7£1.4 12.340.6&  153.1£10.7 = 17.0+1.2 Extirpada

Vagotomia izquierda

(Nv-I),

adrenalectomia derecha

(Adx-D), vagotomia izquierda seguida de

adrenalectomia derecha (Nv-1+Adx-D). *p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-I, &p<0.05 vs. Adx-D
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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La Nv-1+Adx-D en diestro-2 a las 7:00 h resulté en la disminucién del numero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo al compararlo con el del grupo de animales
con Adx-D; sin afectar el PAO. A las 9:00 u 11:00 h la cirugia no modificd los

parametros de ovulacion (Grafica 3).

Respecto a los 6rganos, la cirugia a las 7:00 h resulté en aumento de la masa
corporal y de la masa del utero respecto a la del grupo de animales con laparotomia o
con Adx-D. Aunado a esto, la masa del ovario izquierdo fue menor, que la del grupo con
laparotomia, al igual que la del derecho, cuando se comparé con la del grupo Adx-D.
Los animales operados a las 9:00 h presentaron mayor masa de cada ovario cuando se
comparo con la del grupo de animales con Nv-I. El tratamiento a las 11:00 h resulté en
aumento de la masa corporal al compararla con la del grupo de animales con ADx-D. La
masa de la adrenal que permanecié in situ (adrenal izquierda) fue menor al ser

comparada con la del grupo de animales con Adx-D (Cuadro 4).

La Nv-1+Adx-D en la etapa del proestro no modificd el PAO independientemente
de la hora en la que se realizé y del ovario analizado. EI numero de ovocitos liberados
aumento solo cuando dicha intervencion se realizé a las 11:00 h al ser comparado con

el del grupo de animales con laparotomia (Grafica 4).

Los animales operados a las 7:00 h presentaron menor masa del utero respecto
a la registrada en el grupo de animales con Adx-D. Aquellos operados a las 9:00 h
mostraron menor masa de corporal al ser comparada con la de los animales control
(laparotomia, Nv-I o Adx-D). La adrenal que permanecié in situ (adrenal izquierda)
presentd aumento en su masa respecto a la del grupo con Nv-I. A las 11:00 h dicha
cirugia no modificé la masa corporal, ni la masa de los 6rganos con respecto a lo

registrado en los animales control (laparotomia, Nv-lI o Adx-D) (Cuadro 5).
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Grafica 3. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia izquierda (Nv-l), adrenalectomia derecha (Adx-D) o
vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha (Nv-I+Adx-D) a las 7:00, 9:00 u 11:00
h en la etapa de diestro-2 y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal. &p<0.05 vs.
Adx-D (Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Cuadro 4. Media = e.e.m. de la masa corporal y la de los d6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia izquierda, adrenalectomia derecha o vagotomia izquierda seguida de
adrenalectomia derecha a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de diestro-2 y que fueron
sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h

Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adr_enal Adrenal

Corporal Izquierdo | Derecho Izquierda | Derecha
Laparotomia  237.9+5.8 15.4+0.8 16.1+0.9 169.948.1 16.7£0.8 | 15.0+0.9
Nv-I 263.7 £8.5 12.2+1.0 13.0+0.9 171.04£22.1 11.9+0.9 = 11.240.6
Adx-D 231.4+2.3 17.241.0# 15.8+£0.8 170.3+9.0# 16.4+0.9 | Extirpada
Nv-I+Adx-D | 271.3%6.4*&  11.9%0.8& 12.5%0.7*& 186.8%18.3*& 15.4+2.1  Extirpada

9:00 h

Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adrgnal Adrenal

Corporal Izquierdo Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia = 267.17.7 13.3+0.6 14.1+£0.7 | 179.2410.2  13.2+0.3 12.6+0.6
Nv-I 239.0+6.3 9.7+0.5* 10.0%0.6*  125.1#8.1*  11.6x0.5 10.7£0.8
Adx-D 235.3x11.4 | 14.1%0.9% @ 14.9%1.4#  150.8£12.7 18.7£3.2#  Extirpada
Nv-1+Adx-D | 245.0+11.2 | 15.6%1.0# 13.7x0.8#  154.9+10.4 15.1+0.9 Extirpada

11:00 h

Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adr_enal Adrenal

Corporal Izquierdo | Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia = 243.61+2.0 13.9+1.7 15.2+0.9 | 155.719.4 12.7+1.2 12.1+1.2
Nv-I| 247.7+2.9 13.0£1.0 12.4+0.3 | 137.8+2.8 17.4£1.3 15.1£1.9
Adx-D 231.4+6.7 16.0£1.2 15.5¢1.5 | 183.1£9.3 17.4+1.3* Extirpada
Nv-l1+Adx-D = 259.3+6.2& 12.9+1.4 13.7£1.2 | 151.1£13.4  13.3%0.9& Extirpada

Vagotomia izquierda

(Nv-I),

adrenalectomia derecha

(Adx-D), vagotomia izquierda seguida de

adrenalectomia derecha (Nv-1+Adx-D). *p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-l, &p<0.05 vs. Adx-D
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 4. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia izquierda (Nv-l), adrenalectomia derecha (Adx-D) o
vagotomia izquierda seguida de adrenalectomia derecha (Nv-1+Adx-D) a las 7:00, 9:00 u 11:00
h en la etapa de proestro y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal. * p<0.05 vs.
Laparotomia (Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Cuadro 5. Media + e.em. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia izquierda, adrenalectomia derecha o vagotomia izquierda seguida de
adrenalectomia derecha a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de proestro y que fueron
sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal lzquierdo Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia 238+6.7 15.6+1.2 16.1+£2.0 165.0+9.4 14.4+0.9 13.7+£1.0
Nv-I 249.1+9.2 13.6+1.2 13.1+£0.8 153.316.0 13.3£0.9 15.0+1.1
Adx-D 258.0+4.5 13.8+2.0 11.9+1.5 | 173.7£10.6 17.4+1.9 Extirpada

Nv-1+Adx-D 251.6+4.9 12.1+0.7 13.6£0.6 | 150.5%5.3&  15.3%1.5 Extirpada

9:00 h
Tratamiento Masa Ovz_ario Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal Izquierdo | Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia 255.0+6.1 12.9+1.1 13.910.7 @ 143.5+6.9 15.2+2.8 14.812.6
Nv-I 244.014.2 11.9+0.6 12.320.5 | 135.1+9.0 10.6+0.9 10.2+0.6
Adx-D 265.316.3# 14.4+0.7 14.9+1.2 | 161.0¢12.4  14.7£1.0 Extirpada

Nv-1+Adx-D | 217.615.4*&# 13.5%1.0 15.320.9 | 169.449.0 @ 16.9%0.9# | Extirpada

11:00 h
Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal Izquierdo Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia = 254.1+4.5 18.4+0.6 18.8+3.6 | 137.9+8.8 12.6+1.3 11.2+1.1
Nv-I 247.742.9 13.0+1.0* 12.4+0.3 | 137.8+2.8 17.4+1.3 15.1+£1.9
Adx-D 250.6+3.2 13.9+1.1* 14.3+1.0 | 147.7+9.3 14.1+1.9 Extirpada

Nv-1+Adx-D 255.01+4.5 16.41£0.9 15.5£0.9 | 146.7+£9.6 16.41£1.0 Extirpada
Vagotomia izquierda (Nv-l), adrenalectomia derecha (Adx-D), vagotomia izquierda seguida de
adrenalectomia derecha (Nv-1+Adx-D). *p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-l, &p<0.05 vs. Adx-D
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Animales con seccion del nervio vago izquierdo seguida de adrenalectomia
contralateral

Ciclicidad

Los animales Nv-D+Adx-l a las 7:00 h en diestro-1 o a las 9:00 h en diestro-2
requirieron 24 horas adicionales, en la etapa de diestro, para presentar el estro vaginal.
Cuando el tratamiento se realizé en la etapa de proestro, los animales operados
mostraron dos tipos de alargamiento en el ciclo estral: 1) de 24 horas cuando la cirugia
se realiz6 a las 7:00 h y 2) de 48 horas cuando la intervencion se realizd a las 7:00 o a
las 9:00 h; en ambos el alargamiento ocurrié en la etapa de proestro. Cuando la cirugia
se realizo a las 11:00 h en la etapa de estro resultdé en dos tipos alteraciones: 1) un dia
adicional en la etapa de diestro y 2) dos dias adicionales en la etapa de diestro (Cuadro
6).

Cuadro 6. Porcentaje de animales que presentaron alteraciones del ciclo estral cuando fueron

sometidos a vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda las 7:00, 9:00 u 11:00 h
en cada etapa del ciclo estral y que fueron sacrificados en el estro vaginal.

7:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que
S . Retraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D P E 0 -
D1 D /D P E 28.6 24 horas
D2 P | E 0 -
P E 0 -
9:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que Retraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D P E 0 -
D1 D P E 0 -
D2 D P E 14.3 24 horas
P P E 14.3 24 horas
P P E 14.3 48 horas
11:00 h
Dia de Seguimiento de frotis Porcentaje de animales que Retraso
cirugia vaginales presentaron el retraso
E D D | D P E 14.3 24 horas
D/ D D D P | E 14.3 48 horas
D1 D P E 0 -
D2 D D P E 14.3 48 horas
P E 0 -

s
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La Nv-D+Adx-I en la etapa del estro no modificoé el PAO independientemente de la hora
en la que se realizd la intervencion. El numero de ovocitos liberados solo se alterd
cuando esta intervencién se efectud a las 9:00 h, ya que este parametro disminuyo en

el ovario izquierdo al compararse con el del grupo de animales con Nv-D (Grafica 5).

Respecto a la masa de los 6rganos, la cirugia a las 7:00 h en la etapa de estro
resulté en menor masa del utero respecto a la del grupo con Nv-D o Adx-l. Los animales
que fueron intervenidos a las 9:00 h presentaron mayor masa de ambos ovarios, al
compararse con la del grupo de animales con laparotomia o con Nv-D, y de la masa de
la adrenal que permanecio in situ, con respecto a la del grupo con Nv-D. Aquellos
intervenidos a las 11:00 h mostraron menor masa de ambos ovarios, con respecto a la
del grupo de animales con Adx-l, y de la masa del utero, con respecto a la de los

grupos control (con laparotomia, Nv-D o Adx-l) (Cuadro 7).

En la etapa de diestro-1, la Nv-D+Adx-l a las 7:00 o 9:00 h no modificd los
parametros de ovulacion (Grafica 6). En contraste, la cirugia a las 11:00 h result6 en la
disminucion del PAO por el ovario derecho al compararse con el del grupo de animales

con laparotomia (42.9% vs. 100%); sin modificar el numero de ovocitos liberados.

El tratamiento a las 7:00 h resulté en el aumento de la masa corporal, respecto a
la de los grupos control (Laparotomia, Nv-D o Adx-l), y de la adrenal que permanecié in
situ (adrenal derecha) al ser comparada con la del grupo de animales con laparotomia.
A las 9:00 h, la intervencidn resultd en el aumento de la masa del ovario izquierdo,
respecto a la del grupo de animales con laparotomia, y de la de la masa de la adrenal in
situ, respecto al grupo de animales con Nv-D. La cirugia a las 11:00 h resultdé en la
disminucion de la masa del ovario izquierdo (con respecto a la del grupo con Adx-I), del
ovario derecho (con respecto a la del grupo de animales con laparotomia o Adx-l) y del

utero (con respecto a la del grupo con Adx-l) (Cuadro 8).

64



Estro

Ovario izquierdo Ovario derecho
10 1 10 1
[0} [72)
o (o]
® 8- B 8-
(0] (0]

7:00 h 2 6 A 2 64 —
S 3 o
S Q o
8 47 8 41 |-
© " °
o o o o
s S
E 27 |- E 271 [
S L. S .
z S z S

0 0
10 - 10 -
[2) [72]
o (o]
® 8 ? 8-
(0] (0]
2 £
8 6] g 6] L
9:00 h § § ::::
S 4 o # 8 41 o
9 8
o N o N
E 27 | i E 21 |
S LT S LT
Z o prd o
0 .... O -.-.
10 1 10 -
[%2] [72]
S 3
S 8 ® 8-
(0] (0]
2 2
3 6] g 61 L
11:00 h g g i
8 4 A 1 <>) 4 e
o o o s
S 5
E 271 | E 271 |
3 .. D -
z S z S
0 0

OlLaparotomia BENv-D [EAdx-I B Nv-D+Adx-I

Grafica 5. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-1) o
vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-l) a las 7:00, 9:00 u 11:00
h en el dia del estro y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal. #p<0.05 vs. Nv-D
(Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Cuadro 7. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia derecha, adrenalectomia izquierda o vagotomia derecha seguida de
adrenalectomia izquierda a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de estro y que fueron
sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal lzquierdo Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia = 235.1+6.2 16.0£1.6 15.4£1.5 165.5+11.8 14.94£1.2 12.5£1.7
Nv-D 240.7+8.9 15.5£0.9 15.4+£1.2 186.7+9.2 15.41£1.0 16.7£2.4
Adx-I| 249.9+7 1 16.6£1.0 16.2+0.9 183.9+8.4 Extirpada 15.2£1.3
Nv-D+Adx-I 265.7+9.2 11.4£1.0 11.5£0.5  146.519.6#&  Extirpada 14.4+0.8
9:00 h
Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adrgnal Adrenal
Corporal Izquierdo Derecho lzquierda Derecha
Laparotomia | 261.4+5.7 11.6£0.7 12.9+0.9 | 150.7£10.8 | 13.1+0.6 12.4+0.7
Nv-D 260.9+11.0 11.4£1.0 10.4£1.3 | 149.+2+9.9 11.2+0.6 10.910.7
Adx-I| 241.9+11.6 13.1£1.1 13.7£0.9 | 161.7£10.2 | Extirpada | 15.2%0.9#
Nv-D+Adx-I 247.7+4.3 | 17.3¥1.9*# 18.5%2.0*# 167.24¢5.8 @ Extirpada | 14.0%0.8#
11:00 h
Tratamiento Masa Ovi-Jrio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal lzquierdo Derecho lzquierda | Derecha
Laparotomia | 271.0+6.6 13.4+1.0 13.7+0.8 153.7£12.6 12.4+0.5 12.5+0.5
Nv-D 263.1+10.1 12.8+1.1 13.6+0.8 172.418.7 13.5+0.7 11.4+1.3
Adx-I 232.9+5.1# 18.5+0.7*# 17.1£0.7 179.7£7.3 Extirpada | 15.3%0.9#
Nv-D+Adx-I 240.0+5.6 = 12.840.8& 12.5%1.4& 118.0+5.5"#& Extirpada 14.1+0.8
Vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-l), vagotomia derecha seguida de

adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-1).*p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-D, &p<0.05 vs. Adx-I
(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Diestro-1
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Grafica 6. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-l) o
vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-I) a las 7:00, 9:00 u
11:00 h en la etapa de diestro-1 y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.
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Cuadro 8. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los érganos en animales con
laparotomia, vagotomia derecha, adrenalectomia izquierda o vagotomia derecha seguida
de adrenalectomia izquierda a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de diestro-1 y que

fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h
Tratamiento Masa Ov_ario Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal | Izquierdo @ Derecho Izquierda Derecha
Laparotomia &= 237.945.8 15.4+0.8 | 16.1£0.9  169.9+8.1 16.7+0.8 15.0£0.9
Nv-D 260.0+7.0 14.2+0.8 = 16.612.9 156.5t7.4 13.2+0.8 12.7+0.6
Adx-I| 234.1+£7.6 15.2+1.2 | 14.911.8  182.8+7.8 Extirpada 14.5%¥1.7*#
266.4+10.0 .
Nv-D+Adx-I s 12.7£+1.3 | 11.741.4 145.4+9.1 Extirpada @ 16.9%1.0#
9:00 h
Tratamiento Masa Ovz.ario Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho lzquierda | Derecha
Laparotomia = 263.4+7.4 | 10.3x0.9 @ 11.9+0.9 | 173.7£13.4 12.4+0.4 12.310.8
Nv-D 237.716.1 12.8+0.8 | 11.2+0.6 @ 179.849.0 @ 12.5%0.8 10.1£0.4
Adx-I| 249.0+7.2 | 12.9+1.2 13.241.5 162.5+8.7 @ Extirpada @ 14.5%0.9#
Nv-D+Adx-l | 239.3£11.7 | 15.6%1.6* 15.8+2.1 157.7£13.2  Extirpada 13.4%1.1#
11:00 h
Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adrfanal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho Izquierda | Derecha
Laparotomia @ 246.1+4.5 @ 15.8+1.5 @ 15.4+1.0 | 167.2+7.2 15.310.8 16.310.8
Nv-D 2499194  14.4+0.8 @ 12.5+0.8 178.0+7.0 @ 19.4+2.2 16.5£1.6
Adx-I| 246.4+6.8 19'3:1'8 15'8:0'9 187.3t7.6 @ Extirpada @ 16.5%£1.6
Nv-D+Adx-I | 228.1+8.6 13'1:1'1 11',?;0'5 152%10'7 Extirpada = 15.1#0.9

Vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-l), vagotomia derecha seguida de
adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-1).*p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-D, &p<0.05 vs.
Adx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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En la etapa de diestro-2, la Nv-D+Adx-l no resulté en alteracion del PAO
independientemente de la hora en que se llevd a cabo la cirugia, y unicamente en
los animales que fueron operados a las 7:00 h, el ovario izquierdo liberé6 un mayor
numero de ovocitos al ser comparado con el del grupo de animales con Adx-I
(Grafica 7).

El tratamiento a las 7:00 h resulté en la disminucion de la masa del ovario
izquierdo al compararlo con la del grupo de animales con Adx-l. A las 9:00 h
produjo la disminucién de la masa del utero, con respecto a la del grupo de
animales con laparotomia, y aumento de la masa de la adrenal que permanecio in
situ (adrenal derecha), al compararla con la del grupo de animales con Nv-D. La
cirugia a las 11:00 h no modificé la masa de los parametros registrados con

respecto a la de los grupos control (Cuadro 9).

La Nv-D+Adx-I por la mafiana del proestro (a las 7:00, 9:00 u 11:00 h) no
modificé el PAO, ni el numero de ovocitos liberados (Grafica 8). Los animales
operados a las 7:00 h mostraron menor masa del ovario izquierdo, respecto a la
del grupo con laparotomia o Adx-l, y mayor masa de la adrenal in situ (adrenal
derecha), respecto a la de aquellos con Nv-D. Cuando la cirugia se realizé a las
11:00 h se presenté disminucion de la masa del ovario izquierdo respecto a lo

registrado en el grupo con laparotomia (Cuadro 10).
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Grafica 7. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-l) o
vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-I) a las 7:00, 9:00 u
11:00 h en la etapa de diestro-2 y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.
&p<0.05 vs. Adx-I (Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Cuadro 9. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia derecha, adrenalectomia izquierda o vagotomia derecha seguida
de adrenalectomia izquierda a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de diestro-2 y que
fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00 h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adrgnal Adrenal
Corporal lzquierdo | Derecho lzquierda | Derecha
Laparotomia & 237.9+5.8 15.4+0.8 16.1£0.9 169.948.1 = 16.7+0.8 15.0£0.9
Nv-D 260.0+7.0 14.2+0.8 16.6£2.9 156.5+7.4 @ 13.2+0.8 12.7+0.6
Adx-I| 234.1+7.6 15.2+1.2 14.9+1.8 182.847.8 Extirpada | 14.5+1.7
Nv-D+Adx-l | 266.4+10.0 | 12.7%1.3& 11.7+1.4 1454491 Extirpada | 16.9+1.0
9:00 h
Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adrgnal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho Izquierda | Derecha
Laparotomia @ 267.1x7.7 @ 13.3x0.6 @ 14.1+£0.7 | 179.2+10.2  13.2+0.3 12.61£0.6
Nv-D 232.1£59 @ 11.8£0.7 | 11.2+1.2 | 143.0%6.9* 11.5%£1.0 10.8£1.3
Adx-I| 253.6£5.1 = 12.6x0.8 @ 14.2+11 164.9+6.1 @ Extirpada | 14.01+0.8
Nv-D+Adx-l | 242.0+8.2 @ 14.0+1.3 | 15.1+1.3 | 132.249.5* Extirpada @ 15.3%1.0#
11:00 h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adr_enal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho Izquierda @ Derecha
Laparotomia | 243.6£2.0 | 13.9+1.7 15.2+0.9 @ 155.749.4 12.7£1.2 12.1£1.2
Nv-D 243.6+4.6 | 14.4+0.9 13.5£0.5 @ 143.3148.3 13.310.9 9.6x1.4
Adx-I| 246.4+3.9 | 12.2+1.8 14.1£1.1 | 145.9+8.6 & Extirpada @ 15.1+1.9
Nv-D+Adx-l | 236.0+6.9 | 14.4+2.0 15.5£1.4 | 152.9+11.2 | Extirpada @ 16.9+1.0

Vagotomia derecha (Nv-D),

adrenalectomia izquierda (Adx-l), vagotomia derecha seguida de
adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-1).*p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-D, &p<0.05 vs.
Adx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Proestro
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Grafica 8. Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el ovario derecho de
animales con laparotomia, vagotomia derecha (Nv-D), adrenalectomia izquierda (Adx-l) o
vagotomia derecha seguida de adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-I) a las 7:00, 9:00 u
11:00 h en la etapa de proestro y que fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.
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Cuadro 10. Media + e.e.m. de la masa corporal y la de los 6rganos en animales con
laparotomia, vagotomia derecha, adrenalectomia izquierda o vagotomia derecha seguida
de adrenalectomia izquierda a las 7:00, 9:00 u 11:00 h en la etapa de proestro y que
fueron sacrificados en el dia del estro vaginal.

7:00h
Tratamiento Masa Ov_ario Ovario Utero Adr.enal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho lzquierda | Derecha
Laparotomia | 238+6.7 15.6%£1.2 16.1£2.0 165.0£9.4 | 14.4+0.9 13.7£1.0
Nv-D 253.916.8 | 12.1%0.6* 12.840.3 | 131.7%#1.9* 11.5%£1.8 10.70.7
Adx-I| 237.4+85 | 15.9%¥1.0# 16.0£1.2  169.3*8.4# Extirpada 16.5%1.1#
Nv-D+Adx-l | 252.9+44.9 11.7+1.1*&  11.1+1.1  139.944.1 Extirpada @ 15.8+2.1#
9:00h
Tratamiento Masa Ov?rio Ovario Utero Adrfanal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho Izquierda | Derecha
Laparotomia @ 255.016.1 12.9+1.1 13.910.7 @ 143.546.9 @ 15.21+2.8 14.812.6
Nv-D 252.1+3.8 12.820.6 = 12.841.2 127.47.3 13.7£1.0 14.2+1.1
Adx-I| 250.6+5.1 14.4+1.3 | 15.8+1.1 @ 149.543.7 Extirpada @ 12.610.4
Nv-D+Adx-l | 242.6£5.9 @ 11.5£1.0 | 12.5+1.2 | 135.3114.1 Extirpada @ 14.410.6
11:00h
Tratamiento Masa ngrio Ovario Utero Adrfanal Adrenal
Corporal | lzquierdo | Derecho Izquierda | Derecha
Laparotomia @ 254.1+4.5  18.4+0.6 @ 18.8+3.6 | 137.9+8.8 @ 12.6x1.3 11.241.1
Nv-D 239.1+8.7 13.6x0.7 = 15.2#1.0 @ 151.2+0.9 9.7£0.5 15.812.1
Adx-I| 242.4+6.6  15.5+2.3 @ 14.4+0.4 148.3+10.3 | Extirpada @ 13.9%1.2
Nv-D+Adx-l | 233.6£9.0 @ 13.1%0.8* 12.0+1.1 | 131.3#6.2 Extirpada @ 15.81+2.1

Vagotomia derecha (Nv-D),

adrenalectomia izquierda (Adx-l), vagotomia derecha seguida de
adrenalectomia izquierda (Nv-D+Adx-1).*p<0.05 vs. Laparotomia, #p<0.05 vs. Nv-D, &p<0.05 vs.
Adx-l (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que existe una comunicacion
entre las adrenales y los ovarios a través del nervio vago y ésta participa en la regulacién
de la ovulacion, lo que depende de la adrenal o el nervio vago in situ, la hora y la etapa

del ciclo estral en la que se realiza el estudio.

Los resultados observados por Martinez (2015) en los animales con
adrenalectomia unilateral a las 7:00 h en los dias del diestro sobre el PAO y el numero de
ovocitos liberados pone de manifiesto la asimetria funcional de las adrenales en la
regulacién de la ovulacion del ovario izquierdo: la glandula derecha en la etapa de diestro-
1 participa de manera estimulante en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
ovulacién del ovario izquierdo, mientras que en la etapa del diestro-2 participa de manera
inhibitoria.

¢, Como se entera el ovario izquierdo que se esta extirpando la adrenal derecha ya
que no le llega la informacién que de ella proviene? Con base en los resultados obtenidos
en los animales con Nv-I+Adx-D en las etapas de diestro, sugerimos que el nervio vago
izquierdo es la via de comunicacién entre la adrenal derecha y el ovario izquierdo, ya que
la ausencia de la informacion proveniente de éste revierte los resultados obtenidos por la

adrenalectomia derecha.

La adrenalectomia izquierda a las 7:00 h en diestro-2 resulté en menor numero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo; aunque este resultado no es estadisticamente
significativo. ¢ Qué nervio estaria involucrado en la comunicacién de estas dos glandulas?
En esta investigacion se mostré que cuando los animales son sometidos a la Nv-D+Adx-I
presentan aumento del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo, lo cual
sugiere que el nervio vago derecho envia informacion de la adrenal izquierda al ovario

izquierdo.

Los animales con vagotomia izquierda o derecha a las 9:00 h en la etapa de estro
mostraron aumento del niumero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo; aunque este
resultado no es estadisticamente significativo (Bonilla y col., 2010). Qué adrenal enviaba
informacién al ovario izquierdo a través de dichos nervios? Con base en los resultados en
los animales con Nv-I+Adx-D o Nv-D+Adx-l a las 9:00 h en la etapa de estro sugerimos
que la ovulacién del ovario izquierdo esta regulada por la informaciéon que proviene de

ambas adrenales y que es conducida por ambos nervios vagos, ya que la pérdida de
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comunicacion entre las adrenales y el ovario izquierdo a través del nervio vago izquierdo o

derecho resulta en la disminucién del nimero de ovocitos liberados.

El hecho de que el ovario izquierdo sea mas susceptible a Nv+Adx a las 7:00 h o
9:00 h, podria deberse a que él presenta un predominio en la inervacién supraespinal
(Toth y col., 2007). Ademas, Chavez y colaboradores (1989) observaron que el ovario
izquierdo es mas sensible a la manipulacién neural (seccidn) que el derecho. Debido a
que en nuestro estudio, el ovario izquierdo responde a las cirugias a las 7:00 0 9:00 hy no
a las 11:00 h, apoya que la sensibilidad del ovario izquierdo a las manipulaciones

neurales también depende del horario en que se realicen las cirugias.

Los animales con vagotomia izquierda o adrenalectomia derecha a las 11:00 h en
la etapa de estro mostraron aumento del numero de ovocitos liberados por el ovario
derecho; aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Martinez,
2015 y datos no publicados). ¢ El ovario derecho recibe informacion de la adrenal derecha
a través del nervio vago izquierdo? Con base en los resultados en los animales con Nv-
[+Adx-D a las 11:00 h en la etapa de estro, sugerimos que en la ovulacién del ovario
derecho participa la informacion que proviene de la adrenal derecha por medio del nervio
vago izquierdo; ya que la pérdida de comunicacion entre el ovario derecho y la adrenal
derecha que proporciona el nervio vago izquierdo resultd en la disminucién del niumero de

ovocitos liberados.

;Como podria explicarse la disminucién en el nimero de ovocitos
liberados en los animales que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida

de la adrenalectomia?

La reproduccién en mamiferos es un proceso hormonal complejo regulado con
precision que requiere de la coordinacion tanto del sistema nervioso central como de los
organos reproductivos periféricos para una procreacion exitosa (Geragthy y Kaufer, 2015),
por ende, cualquier manipulacién que se realice a los animales alterara dicha regulacion.
Sugerimos que los resultados observados en los animales con vagotomia unilateral
seguida de adrenalectomia son consecuencia de la activacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (HHA) que a su vez modula al eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) en

todos los niveles.

La CRH vy los glucocorticoides (GCs) regulan la liberacion de la GnRH en el

hipotalamo, de la LH en la hipdfisis y en los ovarios regulan la esteroidogénesis y el
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desarrollo folicular. Dicha regulaciéon es mediada en parte por los receptores a CRH, CRH-
R1 y CRH-R2 (cuya predominancia depende del tipo de estresor utilizado), y por los
receptores a glucocorticoides (GRs) (Ariza y Rodriguez, 2012; Whirledge y Cidlowski,
2013; Geragthy y Kaufer, 2015).

Las terminales axonicas de CRH interactuan directamente con las dendritas de las
neuronas GnRHérgicas; dichas neuronas expresan receptores a CRH (CRH-R1, R2) y a
glucocorticoides (GRs). Se ha probado que muchos tipos de estrés afectan la secrecion
pulsatil de GnRH, y tanto la CRH como la corticosterona han sido implicadas en este
mecanismo. Cates y colaboradores (2004) mostraron que la administracion
intracerebroventricular de CRH en ratas inhibe los pulsos de LH, y esta respuesta puede
ser revertida mediante la administraciéon de antagonistas de CRH (Geragthy y Kaufer,
2015).

Los GCs inhiben la trascripcion de la GnRH, ya que estudios in vivo han mostrado
que el tratamiento crénico con corticotropina inhibe la expresiéon de la GnRH, conduciendo

en la disminucion de las concentraciones de LH en suero (Geragthy y Kaufer, 2015).

Los GCs ejercen una influencia indirecta sobre la secrecion de GnRH. Dos
hormonas en particular afectan la secrecién de GnRH: la kisspeptina y la hormona
inhibidora de las gonadotropinas (GnlH, secretada en el nucleo dosomedial), las cuales
tienen efectos opuestos sobre la GnRH (Geragthy y Kaufer, 2015). Las neuronas de
kisspeptina localizadas en el nucleo periventricular del area predptica proyectan sus
terminales nerviosas directamente en las neuronas de GnRH (Herbison, 2015) y estimulan
la secrecion de la GnRH y de la LH (Leite y col., 2016). Se ha mostrado que las neuronas
de kisspeptina expresan CRH-R y GR, lo que implica que podrian responder directamente
al aumento en cualquiera de las hormonas después de un factor estresor (Geragthy vy
Kaufer, 2015; Whirledge y Cidlowski, 2016).

Los glucocorticoides influyen directamente en la reproduccion a nivel de la
hipdfisis. Esta inhibicién puede ocurrir a través de diferentes mecanismos: modula la
sensibilidad de la hipdfisis a los cambios en la secrecion de la GnRH, disminuye la

sintesis de las gonadotropinas o la secrecion de éstas.

Al igual que los efectos observados en el hipotalamo, el estrés agudo conduce a
resultados variables. Varios estudios, utilizando multiples tipos de factores estresantes
agudos sobre la secrecidén de las gonadotropinas mostraron que el estrés agudo estimula

el eje HHG, lo que conduce a un aumento de las concentraciones de LH, prolactina (PRL)
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y FSH en el plasma. Otros investigadores han encontrado que la administracion aguda de
glucocorticoides puede reducir el pico de LH en las hembras y la inyeccién de CRH inhibe

la liberacién de la LH y bloquea la ovulacién (Geragthy y Kaufer, 2015).

Se ha mostrado que la vagotomia disminuye las concentraciones de LH (Lawrence
y col., 1978), y que la adrenalectomia resulta en la disminucion de las concentraciones de
Gces Proulx y Seeley (2005) y aumenta en forma gradual la secrecion de la ACTH 24

horas después (Vernikos-Danellis, 1964; Mims, 1973).

Mandl (1954), mostré6 que en la rata adulta, la adrenalectomia ocasiona la
disminucion en el numero de foliculos antrales, la masa de los ovarios y el aumento de la
atresia folicular. Aunado a esto observo que las concentraciones de ACTH aumentaron
después de la cirugia, por lo cual el autor sugirié6 que el aumento de ACTH puede estar

disminuyendo la sensibilidad de los ovarios a las gonadotropinas.

En la hipdfisis, las células gonadotropas expresan GRs. Los GCs cambian la
respuesta de los gonadotropos a la GnRH, esto puede ocurrir a través de la regulacion del

receptor a GnRH en la hipdfisis (Geragthy y Kaufer, 2015).

En las génadas los GCs actuan inhibiendo procesos reproductivos. Las células del
foliculo, el cuerpo luteo y las células del epitelio superficial ovarico presentan GRs
(Whirledge y Cidlowski, 2013). La corticosterona inhibe la secrecion de hormonas
esteroides (testosterona, estrogeno y progesterona). Se ha mostrado que altas cantidades
de glucocorticoides suprimen la funcion de la LH, modulando la expresion del receptor a
LH (LHR) en las génadas, e inhiben la sintesis y liberacion de estroégenos (Geragthy vy
Kaufer, 2015).

Un estudio reciente en ratones mostré que altas concentraciones de CRH en el
citoplasma de los ovarios, debido al estrés por restriccion, induce apoptosis ovarica,
disminuyendo el desarrollo folicular independiente de GR. Este aumento de la CRH estaba
actuando sobre las células tecales en el ovario, disminuyendo las concentraciones de
testosterona y estrégeno y aumentando la progesterona, creando un desequilibrio
hormonal entre el estrégeno y la progesterona que condujo a una disminucién de los

ovocitos liberados.

En este estudio, los animales fueron sometidos a la vagotomia y a la
adrenalectomia, lo que nos hace sugerir que la disminucién en el numero de ovocitos

liberados es la suma de los factores antes mencionados; disminucién de los GCs,
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aumento de la secrecién de CRH y ACTH acompanada de disminucion en la secrecion de

GnRH y LH, lo que explica los resultados de la ovulacion.

Por otro lado, Flores y colaboradores (2008) mostraron que las adrenales
proporcionan el principal aporte de progesterona a la circulacion durante el ciclo estral, y
se ha evidenciado que la pérdida de estas glandulas, mediante la adrenalectomia,

provoca la disminucién de dicha concentracion (Galvez y col., 1999).

La progesterona en el hipotalamo es un regulador de la secrecion de GnRH (que
depende del momento del ciclo estral) (Mahesh y Muldoon, 1987), y en la hipofisis, de la
secrecion de la FSH y la LH (Mahesh y Brann, 1998).

La FSH es la hormona mas importante para la sobrevivencia de los foliculos
antrales (Flores- Pérez y col., 2005), y se ha mostrado que la FSH estimula el crecimiento
y diferenciacion folicular que se ve reflejado por el aumento en la secreciéon de estradiol

durante la fase folicular del ciclo estral (Dominguez y col., 1991; Taymor, 1996).

El estradiol también es importante en el mantenimiento de la funcién ovarica, ya
que regula el desarrollo folicular e inhibe la apoptosis de las células de la granulosa y
promueve la division y el crecimiento de las células de la granulosa (Townson y Combelle,
2012).

Por otro lado, se sabe que los ovarios reciben informaciéon parasimpatica y
sensorial a través del nervio vago, el cual contiene VIP y acetilcolina (Gilbert y col., 1980;
Ojeda y col.,, 1996; Yuan y Silberstein, 2016). En los ovarios, las fibras de VIP se
distribuyen en el tejido intersticial de la rata y estan asociadas a la capa de la teca de los
foliculos en desarrollo (Garraza y col., 2004). Se ha mostrado que VIP contribuye en la
diferenciacion de los receptores a FSH, dandoles de ese modo la capacidad de responder
a las gonadotropinas, ademas de promover el desarrollo folicular (Dissen y Ojeda, 1999).
VIP es un potente estimulador de la formacion de AMPc (Davoren y Hsueh, 1985). El
AMPc es el segundo mensajero que se asocia con la formaciéon de receptores a FSH en
las células de la granulosa y promueve el crecimiento folicular (Mayerhofer y col., 1997).
Aunado a esto, la acetilcolina posee un papel estimulador en la proliferacion celular,

diferenciacion y crecimiento del foliculo (Mayerhofer y col., 2003).

Con base en lo anterior, proponemos que la falta del nervio vago y la adrenal
conllevé a la disminucién de la secrecion, la sensibilidad y el numero de receptores a

FSH, la disminucién de la proliferacion y crecimiento folicular y el aumento en la atresia
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folicular, lo cual repercutié en la disminucién de la masa de los ovarios, en el menor

numero de ovocitos liberados o ambos (Figura 31).

La informacién sensorial que viaja por los nervios vago y que llega al ovario
participa de forma estimulante en los mecanismos que regulan la ovulacién. En el dia del
diestro-1 es mas evidente esta participacion, ya que la denervacion (quimica) del ovario
en esta etapa resulta en la disminucion del numero de animales ovulantes (Trujillo y col.,
2015). Con base en este estudio podemos explicar por qué solo se afectdé la tasa de

animales ovulantes a las 11:00 h en la etapa de diestro-1.
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Figura 31. Modelo propuesto de efecto de la vagotomia unilateral seguida de la
adrenalectomia contralateral. La flecha ¥ indica disminucién; la X indica la extirpacion
de la glandula izquierda; la X indica la extirpacion de la glandula derecha; la linea
punteada roja indica la seccion del nervio vago derecho; la linea punteada azul indica la
seccion del nervio vago izquierdo. NTS: nucleo del tracto solitario, NTS: nucleo del tracto
solitario, FSH: Hormona estimulante del foliculo, Al: adrenal izquierda, AD: adrenal
derecha, Nv-I: nervio vago izquierdo, Nv-D: nervio vago derecho.
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¢, Como podria explicarse el aumento en el niimero de ovocitos liberados en
los animales que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida de la

adrenalectomia?

Los resultados pueden variar debido a que estas cirugias son un factor estresante
agudo y la respuesta varia dependiendo de diversos factores tales como: la adrenal in
situ, el nervio vago seccionado, el ovario analizado, la hora y la etapa del ciclo estral en

que se realizo la cirugia.

El estrés agudo tiende a proporcionar resultados variables en muchos resultados
diferentes: la historia de vida, la edad y el género pueden influir enormemente en esta

respuesta (Geragthy y Kaufer, 2015).

La informacién transportada por el nervio vago izquierdo parece ser diferente a la
del derecho. El equipo de Cruz (1986), mostré que los animales con seccién unilateral del
nervio vago resultaron en aumento en el porcentaje de foliculos pre-ovulatorios por el
ovario inervado (69.4% vs. 33.0% {ovario denervado}). Afos mas tarde, Burden vy
colaboradores (1992), observaron que la vagotomia resultd en aumento de las
concentraciones de FSH a las 24 horas y el aumento de la masa ovarica a las 48 horas.
Con base en estos resultados, los autores sugirieron que el nervio vago puede estar

actuando como “modulador inhibidor” de la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas.

Los resultados del presente estudio apoyan dicha hipotesis ya que la Nv-D+Adx-l a
las 7:00 h en diestro-2 resultd en el aumento del numero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo, mientras que la Nv-I+ADX-D (en la misma etapa) resulté en la

disminucion del numero de ovocitos liberados por el mismo ovario.

La informacion transportada por el nervio vago izquierdo también parece ser
diferente a la del derecho, lo cual también parece depender del momento del dia, de la
etapa y del ovario analizado. Cuando se realizé la Nv-1+Adx-D a las 11:00 h en la etapa
de proestro se observé aumento en el nimero de ovocitos liberados, que no se observé

en los animales con Nv-D+Adx-| a esa hora y etapa del ciclo.
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¢Como podria explicarse la disminucion en la masa del utero en los
animales que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida de Ia

adrenalectomia?

La disminucion de la masa del utero en los animales con Nv-D+Adx-l a las 7:00 h
en la etapa de estro, a las 9:00 h en la etapa de diestrio-2 0 a las 11:00 h en la etapa de
estro o diestro-1, y en los animales con Nv-1+Adx-D a las 7:00 h del proestro o a las 9:00 h
en la etapa de diestro-1 podria deberse a la disminucién en la concentracion de estradiol y
progesterona causados por dichas cirugias. Otra posible explicacion a la disminucion de

la masa del utero podria deberse a la inervacién que reciben las adrenales.

Ojeda y colaboradores (1983) evidenciaron que la vagotomia abdominal reduce las
concentraciones de estradiol y de progesterona, debido a la disminucién en la actividad
secretora del ovario que resulta en la reduccion del peso. La glandula adrenal se
encuentra inervada por el nervio vago, el cual contiene VIP (Holzwarth y col. 1987). VIP
estimula la secreciéon de progesterona (Ottesen y col., 1986). La progesterona contribuye
a la induccion de la proliferacion de células estromales en presencia de estradiol (Couse y
col., 2006; Binder y col., 2015).

Con base en estos resultados se sugiere que la disminucién de la masa del utero
que se observo en los animales con seccidén del nervio vago seguida de adrenalectomia
contralateral durante el ciclo estral puede deberse a que esta cirugia provoco disminucién
de la concentracién de progesterona y estradiol, lo que impidié la proliferacion de las

células epitelio uterino (Figura 32).
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Figura 32. Modelo propuesto del efecto de Nv+Adx sobre la masa del utero. La flecha ¥
indica disminucién; La linea punteada azul indica la seccién del nervio vago izquierdo
segunda de la adrenalectomia derecha; La linea punteada roja indica la seccion del nervio
vago derecho segunda de la adrenalectomia izquierda. P: progesterona, E: estradiol, VIP:
péptido intestinal vasoactivo.

¢ Como podria explicarse la disminucion en la masa de la adrenal in situ en
los animales que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida de la

adrenalectomia?

El aumento de la masa de la adrenal in situ en los animales con Nv-D+Adx-I (a las 7:00 en
diestro-1 y proestro 0 9:00 en estro y los dias de diestro) o con Nv-1+Adx-D (a las 9:00 h
en la etapa de estro) pudo deberse al estrés inducido por la cirugia y la pérdida de la
adrenal, lo que resultdé en el aumento en la secrecién de la ACTH, que provoco la

hiperplasia y la hipertrofia en la glandula remanente.

La hipertrofia es el aumento del tamano de una célula o tejido como respuesta
adaptativa de la funcién. La hipertrofia compensatoria ocurre cuando las células crecen
para cubrir la funcidon de otras que murieron, lo que produce el aumento sustancial en el
tamano del ese 6rgano. La hiperplasia es el aumento en el nimero de las células de un
6érgano como resultado del aumento en la mitosis. Este proceso adaptativo se produce en

células estimuladas por el aumento de sefiales hormonales (Browder, 2012). La
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adrenalectomia y seccion de nervio vago resultan en un aumento de las concentraciones
de ACTH (Mims 1973; Coupland y col 1989). La ACTH causa principalmente la hipertrofia
celular adrenocortical, que es seguida por hiperplasia (Dallman, 1984-1985). Las
concentraciones elevadas de ACTH aumentan la expresion de dos factores: el factor de
crecimiento insulinico tipo Il (IGF-Il) y el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)
en la glandula adrenal. El bFGF determina el ingreso de las células en reposo al ciclo
celular, mientras que los IGF inducen la mitosis celular, estos factores podrian ser los

responsables de la hiperplasia y la hipertrofia de la glandula adrenal (Jaffe, 2001).

En contraste, esta respuesta a la cirugia no fue la misma cuando se realizd la Nv-
[+Adx-D a las 7:00 (en la etapa de estro) u 11:00 h (en la etapa de diestro-2) al
compararse con los animales con adrenalectomia derecha, ya que la adrenal izquierda (in
situ) mostré aumento en su masa. La inervacion periférica de las adrenales desempefa
un papel importante en el control de su funcién (Gerendai y Halasz, 1997). La glandula
adrenal recibe inervacion por parte del nervio vago (Teitelbaum, 1942). Se sabe que la
glandula adrenal puede presentar atrofia, ésta es la disminucién en el tamafo de una
célula o un tejido que puede ser resultado del desuso, denervacion, pérdida de
estimulacién endocrina etc. (Browder, 2012). Con base en ello, se sugiere que el nervio
vago podria estar estimulando el crecimiento de las glandulas adrenales y la pérdida de
informacidn por parte de éste, lo que resultd en la atrofia y la consecuente disminucion de
la masa de la adrenal izquierda. La glandula izquierda posee una mayor inervaciéon
supraespinal que la derecha (Gerendai y col., 2009), por lo que explicaria que solo

hayamos esta respuesta en dicha glandula.

¢ Como podria explicarse el aumento en la masa corporal en los animales

que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida de la adrenalectomia?

La disminucion de la masa corporal en los animales con Nv-I+Adx-D a las 9:00 h en la
etapa de proestro puede deberse a la pérdida de informacion neuronal que proviene del
nervio vago y las adrenales. El cerebro participa en la regulacion de la ingesta mediante
un complejo sistema de senales e interacciones en el que estan involucradas diversas
areas cerebrales que reciben distintas sefales de neuropéptidos, neurotransmisores y

algunas hormonas (Silleras y Mijan, 2004).
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Existe un nexo estrecho entre la secrecion de glucocorticoides y el metabolismo
(La Fleur, 2006). Los glucocorticoides regulan la ingesta de alimentos y la adiposidad a
través de mecanismos centrales y periféricos (Ryan, 2014). Las neuronas de NPY y
POMC en el nucleo arqueado expresan el gen del receptor de glucocorticoides (Godinez,
2004) Los glucocorticoides regulan de manera estimulante la sintesis y liberacion de NPY
(Lorenzo y col., 2009). EI cual incrementa la ingesta de alimento (Almeda, 2013). La
sefializacion del receptor glucocorticoide en el SNC aumenta la ingesta calorica y estimula

la ganancia de peso corporal (Ryan, 2014).

Se ha utilizado la adrenalectomia para la eliminacion de los corticosteroides
enddgenos y se ha demostrado que en ausencia de los glucocorticoides se reduce la
alimentacion y el aumento de la masa corporal (Green vy col., 1992; La Fleur, 2006). Un
apoyo de esto, son los estudios realizados por Hewagalamulage y colaboradores (2016),
los cuales mostraron que la adrenalectomia reduce significativamente la intensidad del

efecto orexigeno de NPY y proteina relacionada con Agouti (AGRP).

Asi mismo se tiene evidencia que la adrenalectomia aumenta la sensibilidad a la
leptina (La Fleur, 2006), que es una hormona secretada principalmente por los adipocitos,
interacciona con receptores hipotalamicos (sobre todo en el nlcleo arcuato, pero también
en el PVN, entre otros), siendo capaz de activar diversas rutas neuroendocrinas
encargadas de controlar el balance entre la ingesta y el gasto energético, lo que produce
un descenso de peso (Marti y Martinez, 1999). Se sabe que la adrenalectomia
incrementa la trascripcion de leptina en los adipocitos y las concentraciones circulantes de
leptina en la rata (Miell y col., 1996; Yen, 2001). La leptina disminuye el NPY en animales
normales, el NPY funciona como un estimulador central de la conducta alimentaria
(Schdller y Serrano, 1998).

Asi mismo, se tiene evidencias que existe una relacién entre la vagotomia y la
pérdida de peso (Allen y col., 1985; Mordes y col., 1979). Furness y colaboradores (2001)
mostraron que la vagotomia provoca la disminuciéon de aproximadamente el 10 % del
peso corporal y la disminucion de la ingesta de alimentos un dia después de la
intervencion. EI NTS es un area del tallo encefalico caudal que integra la informacion
sensorial proveniente del sistema gastrointestinal (SGI) y de las reservas de grasa. Esta
informacion fundamentalmente es trasmitida al tallo cerebral a través del nervio vago
(Silleras y Mijan, 2004, Vasquez-Machado y Ulate-Montero, 2010).
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Las hormonas relacionadas con el control del metabolismo energético también
tienen efectos sobre el control de apetito (Fernandez y col., 1999). La grelina es una
hormona orexigénica que se sintetiza en el estdbmago, su funcion se encuentra mediada
por la activacion de las neuronas del ARC que sintetizan NPY/AGRP, desencadenando la
sensacion de hambre y el inicio de la ingesta (Palma e Iriarte, 2012). La grelina parece
estimular el apetito a través de acciones en los somas que dan origen al nervio vago, la
vagotomia suprime la induccion de la ingesta producida por grelina (Date y col., 2002;
Tucci, 2008). Los efectos de la grelina sobre la ingesta de alimento son independientes de

la accién de los glucocorticoides (La Fleur, 2006).

Con base en estas evidencias sugerimos que la disminucién de masa corporal de
los animales con seccion unilateral del nervio vago seguida de la adrenalectomia
contralateral puede deberse, por un lado, a que la vagotomia interrumpié la comunicacion
entre el estémago y el SNC, lo que provocd que la sefial que induce la grelina no se
llevara a cabo; mientras que la adrenalectomia pudo ocasionar disminucién de las
concentraciones de glucocorticoides, lo que provocod el aumento en la trascripcion de
leptina y esto ocasiond disminucion de la sintesis y liberacién de NPY en el SNC, lo que
resultd en que los animales disminuyeran el consumo de alimento y por ende se

observara la pérdida de masa corporal (Figura 33).
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Figura 33. Modelo propuesto de efecto de la seccién del nervio vago y adrenalectomia
contralateral realizada en la etapa de Proestro. La flecha $ indica disminucion; la flecha

* indica aumento; la X indica la extirpacion; la linea punteada roja indica la seccion del
nervio vago. NTS: nucleo del tracto solitario, PVN: nucleo paraventricular, ARC: nucleo
arqueado, LHA: area hipotalamica anterior, NPY: Neuropéptido Y, POMC:
Proopiomelanocortina.

¢ Como podria explicarse la disminucion en la masa de la adrenal in situ en
los animales que fueron sometidos a la vagotomia unilateral seguida de la

adrenalectomia?

Se tiene evidencia que la vagotomia en ratas produce pérdida de peso corporal
significativa sélo en las primeras 24 horas del periodo posoperatorio (Cruz-Aguilera y col.,
2001). Esto podria explicar nuestros resultados, ya que los animales con Nv-1+Adx-D en la
etapa de proestro presentaron la disminucion en la masa corporal, sin embargo, la Nv-
[+Adx-D (a las 7:00, en la etapa de estero, u 11:00 h, en los dias de diestro) o Nv-D+Adx-I

realizada en la etapa de diestro-2 a las 7:00 h resulté en un aumento de la masa corporal.
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Una vez que el bolo alimenticio ingresa al estobmago y al intestino delgado, se
activan los receptores de estiramiento o distencion del musculo, lo cual genera un
potencial de accién en el receptor de estiramiento que se transmite a través del nervio
vago hacia el NTS, y desde ahi hacia el hipotalamo ventromedial (HVM) para generar la

respuesta de saciedad (Gonzalez y col. 2006; Lodofo y col., 2013).

Se sabe que la vagotomia elimina los efectos saciantes de la colecistocinina
(CCK), cuya funcién es disminuir la ingesta alimenticia. Esta sefalizacién es transportada
por el nervio vago al NPV y al HVM (Palma e Iriarte, 2012). Los resultados del aumento de
la masa corporal concuerdan con previos resultados obtenidos tras la vagotomia unilateral
o bilateral en ratas de 24 y 28 dias de edad, las cuales presentaron aumento de la masa

corporal y observaron una distencién en el estdmago (Morales-Ledesma y col., 2004).

De acuerdo a lo anterior, se sugiere que el aumento de la masa corporal se debe a
que la vagotomia izquierda seguida de la adrenalectomia derecha interrumpié la
comunicaciéon entre el estbmago y el HVM, lo que ocasioné que no se llevara a cabo la
respuesta de saciedad en los animales y estos siguieran ingiriendo alimento lo que pudo

ocasionar un aumento en la masa corporal (Figura 34).
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Figura 34. Modelo propuesto del efecto de la seccion del nervio vago y adrenalectomia

contralateral realizada en la etapa de Diestro. La flecha f indica aumento; La linea
punteada roja indica la seccion del nervio vago. NTS: nucleo del tracto solitario, PVN:
nucleo paraventricular, ARC: nucleo arqueado, LHA: area hipotalamica anterior, NPY:
Neuropéptido Y, POMC: Proopiomelanocortina.

88


https://es.wikipedia.org/wiki/Proopiomelanocortina

CONCLUSIONES

Existe una comunicacién entre los ovarios y las adrenales a través del nervio vago

que regula el numero de ovocitos liberados y el porcentaje de animales ovulantes.
En la regulacién del numero de ovocitos liberados:

«» El nervio vago derecho a las 7:00 h en la etapa de Diestro-2 es la via de
comunicacion entre el ovario izquierdo y la adrenal izquierda.

s A las 9:00 h en la etapa de estro el nervio vago derecho es la via de
comunicacion entre el ovario izquierdo con la adrenal izquierda y el nervio
vago izquierdo es la via de comunicacidn entre el ovario izquierdo y la
adrenal derecha.

« Alas 11:00 h en la etapa de proestro y estro el nervio vago izquierdo es la

via de comunicacién entre el ovario derecho y la adrenal derecha.
En la regulacion del porcentaje de animales ovulantes:

% Alas 11:00 h en la etapa de diestro-1 el nervio vago derecho es la via de

comunicacion entre el ovario derecho con la adrenal izquierda.

La pérdida de informacion proporcionada por el nervio vago y las adrenales resulta
en cambios de la masa corporal, los ovarios y la adrenal in situ y esta depende del
nervio vago, la adrenal in situ, el ovario, la hora y la etapa del ciclo estral

analizado.

89



ANEXO 1: CICLO ESTRAL

El ciclo estral se define como el intervalo de tiempo que existe desde el comienzo
de un periodo de celo hasta el comienzo del siguiente (Caravaca y col., 2005).
Durante el ciclo estral se producen en el aparato reproductor femenino una serie
de cambios fisioldgicos en el ovario, en el utero y en la vagina como consecuencia

de las variaciones en las concentraciones hormonales (Campos y Garron, 2004).

La duracién del ciclo estral difiere notablemente de una especie a otra, en
ratas y ratones dura en promedio de 4-5 dias, y diversos factores como lo es la
luz, la edad, la temperatura, el ruido, la nutricion, el estrés y las relaciones sociales

influyen en su duracion (Caravaca y col., 2005; Cora y col., 2015).

El ciclo estral de la rata se divide en cuatro etapas 1) estro, 2) metaestro (o
diestro-l), 3) diestro (o diestro-2) y 4) proestro (Marcondes y col., 2002), y en él se
distinguen dos fases; una fase folicular o estrogénica (que consta de dos etapas

proestro y estro) y una fase luteinica (los dias de diestro) (Caravaca y col., 2005).

Las etapas del ciclo estral se identifican con base en la ausencia, presencia,
o la proporcion de tres tipos de células en el epitelio vaginal: los leucocitos, las
células epiteliales nucleadas y las células epiteliales cornificadas (Figura 35)
(Byers y col., 2012). Los leucocitos, también llamados como neutréfilos o células
polimorfonucleares, son células redondas, muy pequenas y poseen nucleos
multilobulados. Las células epiteliales nucleadas son redondas u ovaladas, no
queratinizadas, con un nucleo redondo, y en ocasiones pueden observarse
vacuolas citoplasmaticas. Las células epiteliales anucleadas queratinizadas, como

su nombre lo infiere, carecen de nucleos (Cora y col., 2015).
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Figura 35. Representacion visual de los tipos de células y la proporcién relativa de cada
tipo de célula presente durante las etapas del ciclo estral en el ratén y la rata. A) Células
epiteliales nucleadas (N), B) leucocitos (L) y C) células epiteliales queratinizadas (C)
(modificado de Cora y col., 2015; Byers y col., 2015).

El estro es el periodo en el que la hembra es receptiva al macho y esta
caracterizado por las manifestaciones de celo. En esta etapa se produce la
ovulacién y la formacion del cuerpo luteo o amarillo (Caravaca y col., 2005). Tiene
una duracion de 25 a 27 horas (Freeman, 2006) y el epitelio superficial de la

vagina tiene gran abundancia de células anucleadas escamosas (De la Cruz y
Pasaro, 1998).

La queratinizacion de las células epiteliales vaginales que normalmente
caracteriza el dia de estro es una respuesta a la creciente concentracién de

estradiol que se inicia en el diestro-2 (Goldman y col., 2007).

Durante la madrugada del estro se presenta aumento de la concentracion
plasmatica de FSH, la cual alcanza un pico maximo (alrededor de las 3:00 h) e

inmediatamente comienza a disminuir. En contraste, las concentraciones de
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estradiol, progesterona, prolactina y LH durante el estro se mantienen basales
(Figura 36) (Freeman, 2006).

El diestro-l o metaestro, que tiene una duracién de 8 horas, corresponde al
periodo de crecimiento y maduracion del cuerpo luteo que se instaura después de
la ovulacién (Caravaca y col., 2005; Freeman, 2006). La citologia vaginal se
caracteriza por una combinacion de leucocitos y células epiteliales queratinizadas

y redondas (De la Cruz y Pasaro, 1998).

En la etapa de diestro-1, las concentraciones de estradiol comienzan a aumentar
significativamente. El primer pico de progesterona se produce durante la tarde de
esta etapa lo que tal vez provenga de los cuerpos luteos recién formados. Las
concentraciones plasmaticas de FSH, LH y prolactina se mantienen basales
(Figura 36) (Freeman, 2006).

La etapa de diestro-2 (diestro) generalmente corresponde a un periodo de
inactividad sexual. Esta fase va desde la madurez del cuerpo luteo hasta su
regresion (Caravaca y col., 2005). Es la etapa mas larga del ciclo estral con una
duracion de 55 a 57 horas (Freeman, 2006). En el epitelio vaginal, los leucocitos
son el tipo celular predominante (Byers y col., 2012), pero empiezan a aparecer
células nucleadas epiteliales entre mas avanzado es el diestro (De la Cruz vy
Pasaro,1998).

En esta etapa las concentraciones plasmaticas de estradiol siguen
aumentando, mientras que las de progesterona disminuyen y se mantiene
basales. Las concentraciones plasmaticas de FSH, LH y prolactina a lo largo de

este periodo se mantienen basales (Figura 36) (Freeman, 2006).

En el proestro, que tiene una duracion de 12 a 14 horas, abundan las
células epiteliales nucleadas, pero algunos leucocitos pueden estar presente si la

hembra esta en proestro temprano (De la Cruz y Pasaro,1998; Byers y col., 2015).

Por la tarde de esta etapa, la concentracion de estradiol alcanza su maximo valor

y disminuye alrededor de las 17:00 h, a la vez que se produce el segundo pico en

s
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la concentracion de progesterona que proviene de las células de la granulosa de

los foliculos preovulatorios (Figura 36) (Freeman, 2006).

En la tarde del proestro, de las 14:00 hasta las 15:00 h, las concentraciones
plasmaticas de las gonadotropinas comienzan a aumentar rapidamente y alcanzan
su maxima secrecion de las 17:00 a las 19:00 h. El rapido “aumento” de LH induce

la ruptura folicular y la ovulacién (Figura 36) (Freeman, 2006).

El patron de secrecion de prolactina durante el proestro es similar al de la LH
(Figura 36) (Freeman, 2006). En las células de la granulosa aparecen los
receptores a prolactina en la tarde del diestro-2 y la mafana del proestro, cuya
sintesis es estimulada por la FSH y LH en los foliculos antrales y preovulatorios

(Dominguez y col., 1991).

La prolactina inhibe la actividad de la aromatasa de las células de la granulosa,
bloquea los afectos de la FSH sobre las mismas (lo que resulta en la disminucién
de la produccion de estrogenos), estimula la sintesis de receptores a LH en el
ovario y el mantenimiento del cuerpo luteo, con el objetivo de mantener la
produccion de progesterona. Ademas, inhibe el activador de plasminégeno en el

proceso de ovulacion (Dominguez y col., 1991; Cabero y col., 2007).
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Figura 36. Las concentraciones de progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en
plasma periférico obtenido en intervalos de 2 horas en cada dia del ciclo estral de la rata.
Las barras negras representan el intervalo de oscuridad y los nimeros por debajo de ellos
representan la hora del dia (Freeman, 2006).
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ANEXO 2: ESTEROIDOGENESIS

Los principales 6érganos implicados en la esteroidogénesis son las génadas (ovario
y testiculo), la placenta y las glandulas adrenales. Las hormonas esteroides tienen
una estructura quimica similar debido a que todas ellas derivan del colesterol
(Garrido y Teijon, 2006; Silverthorn y col., 2008).

Las células esteroidogénicas utilizan tres vias que garantizan el suministro
constante de colesterol para la sintesis de hormonas esteroides (Larrea y col.,
1991; Dominguez y col., 2012):

1. la sintesis de novo a partir de acetato en el reticulo endoplasmico,

2. la movilizacion de los ésteres de colesterol de lipidos almacenados a través
de colesterol-éster hidrolasa

3. el captado por lipoproteinas, las cuales transportan el colesterol en la
sangre (de baja densidad [LDL] y de alta densidad [HDL]).

Debido a que el colesterol es una molécula hidréfoba existe una serie de factores
que facilitan el transporte de éste al interior de la mitocondria de las células: la
proteina transportadora de esterol 2 (SCP2), el polipéptido activador de la
esteroidogénesis (SAP), componentes/estructuras del citoesqueleto y los cambios

en la arquitectura celular (Azhar y col., 2003).

La proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) es
indispensable para la translocacién del colesterol a los sitios mitocondriales

internos de P450scc (Azhar y col., 2003; Dominguez y col., 2012).

La conversiéon de colesterol en pregnenolona es dada por la enzima
Citocromo P450scc (20,22 desmolasa); que separa la cadena lateral del carbono
17, reaccion que requiere NADPH y oxigeno molecular (O"Malley y Strott, 2001).
La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides. Una vez en el
reticulo endoplasmico, la pregnenolona puede ser transformada a
androstenediona y testosterona, a través de dos diferentes vias metabdlicas: A4 y
A5 (Figura 37) (Dominguez, 1997; Smith, 1999; O" Malley y Strott, 2001).
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En la ruta A4, la pregenolona es transformada a progesterona por la enzima
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; la progesterona es convertida a 17a-
hidroxiprogesterona por la enzima P450c17q; la desmolasa (17,20-esterpide liasa)
la convierte en androstendiona, la cual es transformada en testosterona por la
enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD). Las células teco-
intersticiales de los foliculos son fuente de andrégenos ovaricos. Tanto la
androstendiona como la testosterona pueden ser transformadas a estrégenos por
la enzima aromatasa (P450arom). En el SNC algunas células poseen el complejo
enzimatico de aromatizacién, por lo que convierten a los androgenos en
estrogenos (Dominguez, 1997; Smith, 1999; Yao y Bahr, 1999).

En la ruta A5, la pregnenolona es transformada en 17a-hidroxi-
pregnenolona por la enzima 17a-hidroxilasa. Después, la Ci7-20-liasa transforma a
la 17a-hidroxi-pregnenolona en dehidroepiandrosterona, que a su vez es
convertida a androstendiona por la enzima 17B-HSD. A partir de aqui, la

androstendiona sigue la ruta A4 (Yao y Bahr, 1999).

En la glandula adrenal, la trasformacion de colesterol a pregnenolona es
regulada por la acciéon de la ACTH, mientras que en el ovario es regulada por la

acciéon de la LH (Figuras 38) (Larrea y col., 1991).
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Figura 37. Las vias A4 y A5 de la sintesis de esteroides (Sanchez, 2003).
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En el ovario, los andrégenos sintetizados en las células de la teca interna atraviesan la
membrana basal y al llegar a las células de la granulosa son aromatizados y convertidos
en estrogenos (Lorenzo y col., 2009). La unién de la FSH a su receptor de membrana
activa el sistema adenilciclasa que activa a la enzima aromatasa (Figura 38) (Cabero y
col., 2007).

Capilares de
la teca
interna

T Teca interna.

Figura 38. Modelo de accion de ambas gonadotropinas sobre dos compartimentos
celulares del foliculo ovarico en la biosintesis de hormonas esteroides (Robin y col.,
2012).
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