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Resumen

RESUMEN

Las funciones de los ovarios, esteroidogénesis y ovulacién, son reguladas por el eje
neuroendocrino Hipotalamo-Hipo6fisis-Ovario y moduladas por la inervacion
extrinseca sensorial, parasimpatica y simpatica. Esta ultima llega por via del Nervio
del Plexo Ovarico y por el Nervio Ovarico Superior (NOS); este nervio transporta en
sus fibras al péptido intestinal vasoactivo y a la noradrenalina (NA). EI NOS es la via
neural que lleva la mayor concentracidon de dicha amina a las gonadas pero no se
conoce cuanto aporta a cada ovario durante la mafiana del ciclo estral de la rata
adulta. Por tanto, se utilizaron ratas hembras de tres meses de edad, virgenes y
ciclicas de la cepa CIIZ-V que a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral fueron
sometidas bajo anestesia con éter a la secciéon del NOS izquierdo (NOS-I) o derecho
(NOS-D); como grupos control se utilizaron animales intactos o sometidos a
laparotomia ventral.

Por otra parte, se ha evidenciado que la extirpacion de un ovario modifica los
mecanismos neuroendocrinos que regulan las funciones del ovario remanente, pero
se desconoce si en esa respuesta participa el NOS. Por ello, a los animales se les realizé
la seccion del NOS-I seguida de la extirpacion del ovario derecho (NOS-I1+0vx-D) o la
seccion del NOS-D seguida de la extirpacion del ovario izquierdo (NOS-D+Ovx-I);
como grupos control se utilizaron animales con Ovx-D u Ovx-I. Los animales fueron
sacrificados una hora después de la cirugia (8:00 h) por decapitacion. Se
diseccionaron y pesaron los ovarios, en los que se cuantific6 NA por la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se aceptaron como diferencias
significativas aquellos grupos en los que la probabilidad fue igual o menor al 0.05.

En los animales intactos la concentraciéon de NA en ambos ovarios es similar en las
etapas de Estro al Diestro-2 y aumenta en el Proestro; s6lo en la etapa del Diestro-1 se
presenta asimetria entre los ovarios. La laparotomia ventral en las etapas del Estro y
diestro resulté en incremento de la concentracion de NA en el ovario izquierdo (Estro:
0.77+0.13 vs. 0.28+0.04, Diestro-1: 0.48+0.06 vs. 0.30+£0.02, Diestro-2: 0.58+0.06 vs.
0.29£0.06) y en las etapas del Estro y Diestro-2 en el ovario derecho (Estro: 0.67+0.08
vs. 0.26%0.04, Diestro-2: 0.86+0.07 vs. 0.32+0.07) comparada con la del grupo intacto.
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Resumen

En comparacion con el grupo con laparotomia, la seccion del NOS-I result6 en menor
concentracion de la catecolamina en el ovario izquierdo cuando la cirugia se realiz6 en
Estro (0.32+0.03 vs. 0.77+0.13), Diestro-2 (0.09+0.01 vs. 0.58+0.06) o Proestro
(0.79£0.05 vs. 0.98+0.09) y en el derecho al realizarla en Estro (0.36x0.03 vs.
0.67+0.08) y Diestro-2 (0.48+0.04 vs. 0.86+0.07). En contraste, la NOS-I en el Proestro
trajo consigo mayor concentracién de la amina en el ovario derecho (0.99+0.07 vs.
0.78%0.03). El grupo con seccién del NOS-D en Estro mostr6 menor concentracion de
NA en el ovario izquierdo (0.46+0.04 vs. 0.77+0.13). La respuesta es semejante en el
ovario derecho cuando la seccion se realiz6 en Diestro-2 (0.54+0.05 vs. 0.86+0.07),
pero inversa cuando la seccion se realizd en el Diestro-1 (0.62+0.08 vs. 0.42+0.03). En
animales con el ovario derecho in situ se registr6 menor concentracion de NA cuando
la Ovx-lI se realiz6 en Estro (0.33+0.04 vs. 0.67%0.08), Diestro-2 (0.63+0.07 vs.
0.86+0.07) o Proestro (0.56+0.06 vs. 0.78+0.03) respecto a la observada en los
animales con laparotomia. Un resultado similar se observ6 en animales con el ovario
izquierdo in situ cuando la Ovx-D se realizé en Estro (0.25%0.05 vs. 0.77%0.13) y
Proestro (0.44+0.07 vs. 0.98+0.09). En el grupo de animales con NOS-I+Ovx-D en la
etapa de Estro y Proestro se observd mayor concentracion de NA en el ovario
izquierdo in situ respecto a la del ovario izquierdo in situ de aquellos con Ovx-D
(0.76+£0.04 vs. 0.25%0.05, 0.88+0.12 vs. 0.44+0.07, respectivamente). Lo contrario
ocurrio en el grupo con NOS-D+0vx-I en Diestro-2 sobre el ovario derecho (0.43+0.05
vs. 0.63+0.07).

Con base en los resultados se propone que la participaciéon de cada NOS en el aporte
de la concentracion de NA ovarica varia a lo largo del ciclo estral. La respuesta aguda
del ovario derecho e izquierdo a la falta de la informacién proveniente del ovario
extirpado es asimétrica, lo que depende de la diferente inervacion que recibe cada

ovario, de la integridad del NOS y de la etapa del ciclo estral en estudio.
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MARCO TEORICO

Sistema noradrenérgico

Por medio de analisis anatomicos y funcionales se evidenci6 que la red
noradrenérgica del Sistema Nervioso Central (SNC) tiene una distribucion extensa que
se divide en dos sistemas neurales: el locus coeruleus y el tegmental lateral. El ntcleo
del locus coeruleus esta compuesto predominantemente de neuronas noradrenérgicas
(1500 neuronas de cada lado del cerebro) y se le considera como el nucleo
noradrenérgico mas grande en el cerebro de los mamiferos porque tiene el 43% del
total de neuronas noradrenérgicas. Sus terminales nerviosas se proyectan a diferentes

zonas tales como el hipotalamo y la médula espinal (Moore y Bloom, 1979).

El sistema neural noradrenérgico tegmental lateral estd compuesto por grupos
celulares. Uno de ellos, localizado en las proximidades del nucleo reticular lateral, se
conoce como Al. Otro que esta dentro del accesorio dorsal olivar inferior es el A3, un
grupo que comienza sobre el nivel de la raiz descendente del nervio facial y que se
extiende rostral a él es el A5, y un grupo de neuronas dispersas ventrales al locus

coeruleus que se extienden rostral y lateral a él es el A7 (Moore y Bloom, 1979).

Los grupos celulares del sistema noradrenérgico tegmental lateral envian
densa inervacion noradrenérgica al hipotalamo (Figura 1). Se ha evidenciado que la
noradrenalina (NA) estd presente en casi todos los nucleos hipotalamicos, pero los
que presentan mayor concentracion son el nucleo dorsomedial, el nucleo
paraventricular y el area retroquiasmatica. Una parte de la inervacién hipotalamica
noradrenérgica proviene de las neuronas del locus coeruleus (Figura 2) ya que, con el
método de trazado autorradiografico, se mostr6 su proyeccion al nucleo
periventricular, al nucleo paraventricular, al nucleo supradéptico y al nucleo

dorsomedial (Moore y Bloom, 1979).
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Marco teorico

Figura 1. Diagrama de la localizacion y proyecciones de
los grupos neurales noradrenérgicos del tronco cerebral.
H, hipotalamo; ATL, area tegmental lateral; ME, médula
espinal (Tomada y modificada de Moore y Bloom, 1979).

Figura 2. Diagrama de las proyecciones del locus coeruleus visto en plano sagital. H, hipotalamo;
LC, locus coeruleus; ME, médula espinal (Tomada y modificada de Moore y Bloom, 1979).

En el hipotdlamo medial todo el complejo periventricular, de rostral a caudal
incluyendo el componente arcuato, muestra una densa inervacion noradrenérgica,
alguna de la cual proviene del locus coeruleus. La eminencia media, el area preoptica
medial y el area hipotalamica anterior reciben inervacidén noradrenérgica tegmental

lateral (Moore y Bloom, 1979).

Con técnicas de trazadores retréogrados, Wright y Jennes (1993) mostraron que

s6lo las neuronas noradrenérgicas de la médula ventrolateral (grupo celular A1) y las
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del nucleo del tracto solitario (grupo celular A2) se proyectan a las inmediaciones de

los somas de las neuronas GnRHérgicas en el area predptica rostral de la rata.

La presencia de fibras noradrenérgicas en ciertas areas del hipotalamo fue
descrita desde el dia 19 al 20 de gestacién en la rata por Hyyppa (1969), mientras que
Olson y Seiger (1972) detectaron neuronas noradrenérgicas en el cerebro de
embriones de 11 mm (Figura 3). En otros estudios, se observaron axones
inmunoreactivos a NA en los niveles cervical y toracico superior de la médula espinal
desde el dia 16 del desarrollo embrionario y en el dia 18 se presentaron pocas fibras a
nivel toracico en la columna celular intermediolateral. El crecimiento de los axones a
través del cuerno dorsal de la médula espinal es progresivo hasta el dia 14 y 20
postnatal, donde se observa distribuciéon de las neuronas al cuerno ventral y a la
columna celular intermediolateral. A partir del dia 30 postnatal la inervacion
noradrenérgica en la médula espinal es similar a la observada en ratas adultas

(Rajaofetra et al., 1992).

Figura 3. Representacion
esquematica de neuroblastos y
axones que contienen

monoaminas en el embrion de 11
mm (Tomada y modificada de
Olson y Seiger, 1972).
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Gracias a la administracion de virus neurotropicos en drganos periféricos se ha
podido observar que la conexiéon del SNC con el ovario se da por medio de vias
neurales multisindpticas visualizadas en la médula espinal, mayormente representada
en la columna celular intermediolateral (Figura 4) (Carlsson et al, 1964; Moore y
Bloom, 1979; Loewy, 1981; Gerendai et al., 1998; Gerendai, 2004). Algunos autores
han mostrado que, en especial, el grupo celular A5 aporta densas fibras
noradrenérgica hacia la columna intermediolateral (Loewy, 1981; Gerendai et al,

1998).

En el ovario de la rata adulta, esta técnica permite observar el marcaje de las
neuronas en la médula ventrolateral, el nucleo gigantocelular, el area postrema, el
nucleo del tracto solitario, el nucleo dorsal del vago, los grupos celulares
noradrenérgicos A1l y A5, el nudcleo caudal del rafé y el locus coeruleus. También
fueron marcadas neuronas del diencéfalo localizadas en el nucleo paraventricular
hipotalamico e hipotalamo lateral (Gerendai et al., 1998; Gerendai et al., 2002; Toth et
al., 2007; Toth et al., 2008;).

Figura 4. Ilustracion esquematica del
marcaje de las vias multisinapticas por
medio de la técnica de marcaje viral
transneuronal (Tomada y modificada de
Gerendai et al,, 2002).
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Gerendai y colaboradores (1998), mediante la técnica de marcaje viral transneuronal,
detectaron células marcadas en segmentos toracicos (T4-T13) y lumbares (L1-L3) del
area intermediolateral correspondientes a la ubicacidon de neuronas preganglionares
simpaticas. Estas neuronas preganglionares se proyectan al ganglio celiaco (Figura 5),
el cual se incluye en la cadena simpatica prevertebral y posee gran variedad de
receptores especificos y neurotransmisores; entre ellos las catecolaminas, los
neuropéptidos, el 6xido nitrico y la acetilcolina (Berthoud y Powley, 1996). Los
ganglios prevertebral, paravertebral y pélvico dan origen a las fibras postganglionares
que inervan los 6rganos reproductores (Klein y Burden, 1988; Gerendai, 2004). Por lo
tanto, el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) es el origen de la mayoria de las

fibras postganglionares que llegan al ovario (Klein y Burden, 1988; Toth et al., 2007).
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Figura 5. Representacion esquematica de los ganglios (Tomada y modificada de Berthoud y
Powley, 1996).
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Sistema noradrenérgico y secrecion de GnRH

Se ha evidenciado la presencia inmunoreactiva de receptores o-adrenérgicos en
neuronas que secretan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus
siglas en inglés) (Lee et al, 1995), asi como la participaciéon noradrenérgica en la

regulacion de la secrecidn de las gonadotropinas (Moore y Bloom, 1979).

La deteccién de Fos, una proteina producto de la expresion temprana del gen c-
fos, es utilizada como marcador de actividad neuronal. Se ha reportado que la NA
induce la expresion de c-fos en el area predptica, dicha expresion esta mediada por los
receptores a estréogenos en las células noradrenérgicas del area Al. Con base en dicho
resultado se propuso que la NA tiene influencia en las neuronas GnRHérgicas y que
depende de las concentraciones de los estrégenos (Jennes et al, 1992; Condé et al.,

1996).

Otro sitio potencial en el cual la NA puede actuar es en la eminencia media,
donde las terminales nerviosas GnRHérgicas liberan directamente el decapéptido a la
circulacion portal-hipofisiaria, y aunque todavia no existe evidencia ultraestructural
de una regulacion presinaptica directa de las terminales GnRHérgicas en ratas,
estudios in vitro muestran que la liberacidon de NA en esta area modula la secrecién de

GnRH (Figura 6) (Herbison, 1997).

Area preéptica

>—
Neurona “

GnRH Neuronas
de A1y A2

Tronco
cerebral

?

Eminencia [

media

Figura 6. Vias noradrenérgicas hacia las neuronas GnRHérgicas (Tomada de Herbison, 1997).
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En la rata, existen neuronas noradrenérgicas especificas receptivas a estrogenos.
Estudios con autorradiografia de receptores mostraron que muchas neuronas de los

grupos celulares Al y A2 expresan receptores a estrogenos (Heritage et al., 1977).

Se ha mostrado que los estrogenos incrementan: la excitabilidad eléctrica de
las neuronas Al que se proyectan al area predptica (Kaba et al., 1983), la expresion
del gen c-fos (Jennes et al, 1992) y el contenido de ARNm de tirosina hidroxilasa (TH)
en las células A2 (Liaw et al, 1992), por lo tanto, se propuso que los estréogenos
modulan la transmisién noradrenérgica dentro de la red GnRHérgica (Herbison,

1997).

La influencia de la NA sobre la secrecidon de la hormona luteinizante (LH, por
sus siglas en inglés) en ratas hembras depende de las concentraciones de los
esteroides gonadales del animal, ya que la infusiéon de NA dentro del tercer ventriculo
redujo la secrecidon de LH en ratas ovariectomizadas pero promovio6 la liberacion de

LH en animales tratados con esteroides gonadales (Leung et al., 1982).

La mafiana del Proestro esta asociada con el ascenso en las concentraciones
plasmaticas de 17 (-estradiol (Ez), antes del pico preovulatorio de gonadotropinas. El
incremento en la liberacion de NA en las cercanias de los cuerpos celulares y
terminales de GnRH, antes y en el momento del pico de LH en Proestro (Herbison,
1997) resulta, en parte, por la activacion biosintética y eléctrica de las neuronas A2
receptivas a estrogenos cuando las concentraciones de esta hormona aumentan. Esto
coincide con el incremento en el nimero de neuronas A2 positivas a Fos observado en
la mafiana del Proestro (Condé et al.,, 1995), ya que se sabe que los estréogenos inducen

la expresion temprana del gen Fos en las neuronas A2 (Jennes et al., 1992).

Aunque la funcién precisa de la actividad noradrenérgica en la red de neuronas
GnRHérgicas no se ha esclarecido, existe una clara asociacion del papel modulador de

la NA con los perfiles de liberacién de GnRH, por lo cual, parece razonable pensar que

Georgina Daniela Cortés Ruiz
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los componentes noradrenérgicos de la red son parte de la maquinaria neural
utilizada por los estrégenos bajo condiciones normales que estimulan los eventos
eléctricos y de biosintesis que resultan en el pico de GnRH y LH (Figura 7) (Herbison,

1997).
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Figura 7. Propuesta de la secuencia de eventos y vias por las cuales la NA facilita la biosintesis y
secrecion de GnRH (Tomada y modificada de Herbison, 1997).

Eje hipotdalamo-hipdfisis-ovario

Las funciones de los ovarios, liberacién de ovocitos y secrecion de hormonas, son
reguladas por sefiales quimicas provenientes del hipotalamo y la adenohipdfisis. El
hipotalamo secreta de manera pulsatil GnRH, que al ser liberada en el sistema portal
hipotalamico-hipofisiario llega a las células gonadotropas de la adenohipéfisis y se
une a sus receptores en la membrana plasmatica, lo que activa la secrecién de las
gonadotropinas: hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés) y LH.

Estas son vertidas al torrente sanguineo y en las goénadas estimulan sus funciones, lo

Georgina Daniela Cortés Ruiz
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que habilita al organismo para la reproduccion (Figura 8) (Prieto-Gomez y Velazquez-

Paniagua, 2002).

La LH estimula la produccién de androgenos en las células de la teca interna de
los foliculos ovaricos en crecimiento. Durante las etapas finales del crecimiento
folicular regula la produccién de progesterona (P4) por las células de la granulosa de
los foliculos preovulatorios y también estimula la ruptura del foliculo que liberara al
ovocito (ovulacion). El foliculo que nutrié por algun tiempo al ovocito, por efecto de
esta hormona da origen al cuerpo luteo el cual, como ya se menciond secreta P4,
hormona indispensable en la prefiez. Si el ovocito no es fecundado, el cuerpo luteo
involuciona gradualmente, deja de secretar P4 y se inicia un nuevo ciclo (Prieto-Gémez

y Velazquez-Paniagua, 2002; Bliss et al, 2010).

La FSH, al unirse a sus receptores en la membrana plasmatica de las células de
la granulosa, estimula el crecimiento de los foliculos y la expresién de la enzima
aromatasa que convierte a los androgenos provenientes de la teca interna en E;

(Prieto-Gomez y Velazquez-Paniagua, 2002; Bliss et al,, 2010).

Georgina Daniela Cortés Ruiz
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Sistema portal
hipotalamico-
hipofisiario

Figura 8. Diagrama del eje Hipotalamo-Hip6fisis-Ovario (Tomada y modificada de
Mestre, 2012).
Las variaciones en las concentraciones de GnRH, gonadotropinas y hormonas
esteroides son consecuencia de un conjunto de acontecimientos fisioldégicos que se
producen a intervalos de tiempo especificos que en la rata han sido estudiados a lo
largo de su ciclo estral. Este se denomina asi por el periodo conspicuo de “calor”
(Estro) durante la ovulacién que es el Unico periodo durante el cual la hembra es

receptiva al macho (Ganong, 2006).

Georgina Daniela Cortés Ruiz
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En el ciclo estral se distinguen dos fases, una fase folicular o estrogénica y una
fase luteinica que constituye dos tercios de la duracién del ciclo estral. La fase folicular
consta a su vez de dos etapas (Proestro y Estro) y la fase luteinica de otras dos

(Diestro-1y Diestro-2) (Caravaca et al.,, 2003).

Los ovarios, desde el punto de vista histoldgico, estan rodeados por epitelio
germinal y tiene tres compartimentos enddcrinos: el folicular que contiene a los
foliculos en diferentes etapas de crecimiento y diferenciacion celular y secretan Pa,
testosterona y Ez; el luteal conformado por los cuerpos liteos en diferentes grados de
desarrollo y secretan P4; y la glandula intersticial que secreta andrégenos. Los vasos
sanguineos y linfaticos entran y salen de los ovarios por el hilio y se distribuyen a
través de las células de tejido conjuntivo denso denominadas estroma que contiene

células hiliares (Figura 9) (William, 1996).

Figura 9. Corte histolégico de ovario de rata. FPm, foliculo primordial; FPt, foliculo
preovulatorio; CL, cuerpo liteo; EG, epitelio germinal; FS, foliculo secundario; M, médula; FA,
foliculo atrésico (Tomada por Georgina Daniela Cortés Ruiz).

Georgina Daniela Cortés Ruiz
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El foliculo es la unidad funcional del ovario que contiene al gameto femenino y es uno
de los tejidos del organismo que experimenta una de las mayores tasas de crecimiento
celular y diferenciacidn, ya que a partir de él se origina el cuerpo lateo y la glandula

intersticial (Dominguez et al,, 1991; Chedrese, 2003).

Inervacion del ovario

Diversos estudios han evidenciado que aunado al componente hormonal, la inervacion
que llega a las gonadas modula la accién de las gonadotropinas sobre el desarrollo
folicular, la liberaciéon de ovocitos, la secrecion de hormonas, la hipertrofia ovarica

compensatoria y la edad de la pubertad (Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

Por medio de estudios anatémicos, histologicos e histoquimicos se ha mostrado
que esta inervacion estd conformada por fibras sensoriales, parasimpaticas y
simpaticas que llegan a la génada por medio del Nervio vago (Nv), del Nervio del Plexo
Ovarico (NPO) y del Nervio Ovarico Superior (NOS) (Figura 10) (Bahr et al., 1974;
Dissen y Ojeda, 1999; Ricu et al., 2008). Estas fibras derivan de neuronas del sistema
nervioso periférico, que a su vez, estan conectadas mediante vias multisinapticas a las

redes neuronales del SNC (Klein y Burden, 1988; Gerendai et al., 1998).

Los somas de las fibras nerviosas que forman parte del NOS se localizan en el
ganglio celiaco (Klein y Burden, 1988) y sus axones se localizan en el borde libre del
ligamento suspensorio que desciende por el limite inferior de la caja toracica para
insertarse en el ovario, oviducto y utero (Figura 10) (Lawrence y Burden, 1980;
Dissen y Ojeda, 1999). El NOS ingresa al ovario por el hilio y llega a diferentes
compartimentos, como la vasculatura, el tejido intersticial y forma una red
estrechamente relacionada con los foliculos primordiales y en desarrollo, termina en
las células de la teca interna sin tener contacto con células de la granulosa o del

cuerpo lateo (Burden, 1972; Morimoto et al., 1982; Dissen y Ojeda, 1999).
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Figura 10. Esquema anatomico de los nervios ovaricos y de los organos inervados por el NOS
(Tomada y modificada de Lawrence y Burden, 1980).
Las fibras del NOS y del NPO son fundamentalmente catecolaminérgicas, pero por
estos nervios también transcurren fibras peptidérgicas; en el caso del NOS se localizan
fibras que son inmunoreactivas al péptido intestinal vasoactivo (VIP, por sus siglas en
inglés) (Dissen y Ojeda, 1999). Las fibras del NOS y del NPO aportan casi el 90% de la
NA que se encuentra en el ovario ya que se ha mostrado que aun después de la
denervacion quirdrgica de ambos nervios la concentracion de ésta permanece por
encima del 10-15% (Lawrence y Burden, 1980). El otro porcentaje es aportado por las
catecolaminas circulantes producidas en la médula adrenal y las sintetizadas por las

células de la granulosa (Dominguez et al., 1991).

En el ovario de la rata, la NA es la principal catecolamina localizada en el fluido

folicular en altas concentraciones (Morimoto et al.,, 1982; Ben-Jonathan et al., 1984) y
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debido a que Itoh y Ishizuka (2005) confirman la presencia de receptores a-
adrenérgicos en dicho 6rgano, estos autores propusieron que esta amina tiene un

papel modulador sobre la accion de las gonadotropinas en las funciones ovaricas.

Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son estructuras moleculares que en las células del
organismo reciben selectivamente la sefial de la adrenalina y la NA, y responden
transformandola en una respuesta celular especifica. Son glucoproteinas de
membrana de 64-68 kD, cuyas cadenas polipeptidicas (402-525 aminoacidos) poseen
secuencias extracelulares (terminal-NHz) en la membrana celular (siete hélices
transmembranales) y en el citoplasma (terminal-COOH). Estas estructuras poseen los
grupos funcionales para fijar agonistas y son los encargados de activar la transduccion

de sefales por medio de proteinas G (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

Ahlquist (1948) clasificé a los receptores adrenérgicos en dos clases, a y 3, con
base en las respuestas obtenidas a las catecolaminas naturales (adrenalinay NA) y a la

sintética (isoprenalina) en diversos érganos.

Se definieron como receptores a-adrenérgicos los que eran estimulados por las
tres catecolaminas con el orden de potencia: adrenalina > NA > isoprenalina, y como
receptores [-adrenérgicos a los que eran estimulados con el orden de potencia:
isoprenalina > adrenalina > NA (Ahlquist, 1948). Posteriormente se confirmé la
existencia de estos receptores por la elaboracion de farmacos antagonistas que
bloquearon de manera selectiva las acciones a (ergotamina y fenoxibenzamina) o las 3

(dicloroisoprenalina y propranolol) (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

Cuando el neurotransmisor se une al receptor (-adrenérgico se activa el
sistema de la adenilato ciclasa que estimula la formaciéon de adenosin monofosfato

ciclico (AMPc) y la consiguiente activacién de la protein-cinasa AMPc-dependiente

Georgina Daniela Cortés Ruiz

17



Marco teorico

(protein-cinasa A, PKA), la cual se encarga de fosforilar otras proteinas intracelulares

que desencadenan una funcidén biolégica (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

El a-receptor esta acoplado a la proteina G y asociado al sistema de la
fosfolipasa C, situado en la membrana celular, que induce la formacion de dos
moduladores: el inositoltrifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). La respuesta
molecular se caracteriza principalmente por el aumento y la movilizaciéon de Ca?*

intracelular (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

Otra de las vias de sefializacion intracelular que se activa al unirse NA al
receptor «, se asocia con la inhibicion de la adenilato ciclasa y la reduccion de la
concentracion del AMPc. Su accidn, por lo tanto, es contraria a la provocada por la
activacion de los receptores 3, por lo que, las respuestas fisioldgicas son opuestas

(Meana y Garcia-Sevilla, 1997).

Con el uso de agonistas y antagonistas de los receptores adrenérgicos, asi como
de anadlisis inmunohistoquimicos, se ha mostrado que los receptores a y -
adrenérgicos estan presentes en el cumulus oophorus, en células de la teca de los
foliculos maduros, cuerpo luteo y tejido intersticial; en estos tres ultimos se localizan
principalmente en las células que rodean a los vasos sanguineos (Itoh y Ishizuka,

2005).

Por medio de estudios en rata se ha mostrado que la expresion de los
receptores adrenérgicos en el ovario dependen de la edad del animal y de la etapa del
ciclo estral (Jordan, 1981; Aguado et al, 1982; Ferruz et al, 1991), la cual es mayor en
la etapa del Proestro (Jordan, 1981; Ferruz et al., 1991).
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Regulacion de la foliculogénesis

Los foliculos primordiales comienzan su crecimiento a un ritmo relativamente
constante, independientemente de la etapa del ciclo estral. El nimero total de foliculos
en crecimiento de tamano pequeio (350-449 n) y mediano (450-549 p) no fluctiia a lo
largo del ciclo, sin embargo, el nimero y tamafo de los foliculos grandes (mas de 650

) si varia a lo largo de éste (Mandl y Zuckerman, 1952).

Los primeros foliculos que comienzan a crecer son aquellos ubicados cerca del
hilio ovarico (Hirshfield y Midgley, 1978), la cual es la primera regiéon que presenta
inervacidon durante la vida fetal (dia 19), por lo que se ha concluido que la inervacién
del ovario es un evento fetal que antecede la iniciacidon postnatal de la foliculogénesis.
Algunas de esas fibras son de tipo catecolaminérgico ya que se ha evidenciado la
presencia de TH, enzima que participa en la sintesis de catecolaminas (ver Anexo 1)

(Malamed et al., 1992).

La estimulacion de los receptores [3-adrenérgicos induce la formaciéon de AMPc
en ovarios de ratas con 2 dias de edad, lo que incrementa la concentracion de ARNm
que codifica para P-450 aromatasa y la formacion de receptores a FSH. Asi, la NA
participa en el proceso de diferenciacion por el cual los foliculos recién formados
adquieren los receptores a FSH y por ende la respuesta a la hormona (Dominguez et

al,, 2012).

Por lo tanto, las funciones ovaricas estan sujetas al control de las
gonadotropinas a partir del final de la primera semana de vida postnatal
(aproximadamente en el dia 4) (Figura 11), ya que los receptores a gonadotropinas
son detectados hasta ese momento (Schwartz, 1974; Peluso et al,, 1976; Ben-Jonathan

et al., 1984; Malamed et al., 1992).
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Figura 11. Representacion esquematica del crecimiento y desarrollo folicular (Tomada y
modificada de Sanchez y Smitz, 2012).

El ovocito de los foliculos antrales posee receptores a-adrenérgicos, por lo que se
propuso que la NA acumulada en el fluido folicular ovarico actiia directamente en él,
quiza modulando la accién de las gonadotropinas en su maduracién (Itoh e Ishizuka,

2005).

Regulacién de la ovulacién

Algunos de los primeros experimentos para mostrar que la inervacidén esta
involucrada en la regulacion de la ovulaciéon fue la utilizacion de farmacos
adrenérgicos como la a-metil-para-tirosina (MPT) y la a-metil-meta-tirosina (MMT),
inhibidores de la sintesis de catecolaminas y del agente bloqueador de los receptores
a-adrenérgicos, la dibencilina (DB). El bloqueo de los receptores de tipo o o de la
sintesis de catecolaminas en un tiempo critico inhibe la ovulacién y a pesar de ese
bloqueo, la inyeccion de gonadotropinas, de AMPc dibutiril o de catecolaminas la
restaura, por lo que los autores concluyeron que las catecolaminas participan en el

proceso de ovulacion (Bahr et al., 1974).

En otros estudios con ratas de 26 dias de edad tratadas con gonadotropina
sérica de yegua prenada (PMSG) y posteriores inyecciones de NA y terbutalina (-
agonista) en la bursa ovarica, se mostré6 que en el numero de ovocitos liberados

increment6 significativamente comparado con los ovarios del grupo control
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inyectados unicamente con el vehiculo, con base en esto se concluy6 que la
estimulacién de receptores a y B-adrenérgicos interfiere en el proceso de ovulacion

(Kannisto et al,, 1985).

Mediante la técnica de inmunohistoquimica se mostro que las células de la teca
externa contienen proteinas contractiles (miosina y actina) (Walles et al., 1978) con lo
cual se propuso que esta musculatura lisa esta involucrada en la contraccion de los
foliculos preovulatorios en el proceso de ovulacion y que es estimulada por la NA al
unirse a los receptores a (Walles et al., 1978; Itoh y Ishizuka, 2005). Ademas, se
observo que la concentracion de NA en los foliculos preovulatorios es mucho mayor
que en los cuerpos luteos recién formados (Ben-Jonathan et al, 1982) y también se
detecté inmunoreactividad a los receptores a-adrenérgicos en el epitelio germinal de
la circunferencia de los foliculos antrales (Figura 12). Con base en esto propusieron
que los receptores de tipo «a participan en la ruptura del foliculo en la ovulacion (Itoh

y Ishizuka, 2005).

Figura 12. Localizacion inmunohistoquimica de receptores a-adrenérgicos en un foliculo
antral. G, células de la granulosa; T, células de la teca. Las flechas indican el epitelio germinal. La
inmunoreactividad esta indicada por la coloracion café (Tomada y modificada de Itoh y
Ishizuka, 2005).

Regulacion de la esteroidogénesis
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Aunque las gonadotropinas juegan un papel importante en la actividad secretora de la
gbénada, no son las Unicas que afectan esta funcion via la activaciéon de mecanismos
dependientes de AMPc, ya que la NA y el VIP estimulan la esteroidogénesis mediante

dicha via (Kliachko y Zor, 1981; Davoren y Hsueh, 1985).

Por medio del uso de agonistas y antagonistas de los receptores [3-
adrenérgicos, en tejido ovarico in vitro de ratas prepuberes se determin6 que la NA al
unirse a este tipo de receptores participa en la modulacion de la produccién de P4 en
las células de la granulosa y luteales (Ratner et al, 1980). Ademas, cuando se
administra un agonista de los receptores (-adrenérgicos, el zinterol, se activan las

enzimas que participan en la via A* de la esteroidogénesis (Aguado et al., 1982).

Aguado y Ojeda (1984) mostraron que en la rata prepuber, la seccidon del NOS
resulta en descenso de la concentracién de NA acompafiado por incremento casi al
doble en el namero de receptores 3-adrenérgicos en el ovario, cuya afinidad es similar
al del grupo control. También observaron que en células de la granulosa in vitro
aumenta el nimero de receptores [3-adrenérgicos, mientras que, cuando se adicionan
diferentes concentraciones de catecolaminas al medio de cultivo se observd un
decremento en el numero de dichos receptores. Cuando a células preincubadas con
FSH se les adiciona zinterol ([3-agonista) incrementa la secrecidén de P4, resultado que

no ocurrio en ausencia de la gonadotropina.

Con base en esto, los autores propusieron que la hipersensibilidad es un efecto
que adquiere el ovario después de la denervacion, que la respuesta de las células
esteroideas a las catecolaminas aumenta en los ovarios denervados y que bajo
condiciones fisioldgicas in vivo, el sistema adrenérgico modula las funciones ovaricas
del animal prepuber, ya que por un lado, las catecolaminas circulantes pueden
incrementar la respuesta esteroidogénica ante concentraciones basales de
gonadotropinas y por el otro lado, la inervacion adrenérgica regula el numero de

receptores 3 funcionales en el ovario (Aguado y Ojeda, 1984).
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Los resultados observados por Aguado y Ojada (1984) concuerdan con los
mostrados por Kliachko y Zor (1981) donde células de la granulosa in vitro
presentaron incremento en el nimero de receptores [3-adrenérgicos, respuesta que

propusieron se debi6, en parte, a la pérdida del aporte adrenérgico.

En cultivos de células de la granulosa de ratas prepuberes, el zinterol no
estimula la secrecion de P4 y E; por si solo, sin embargo, la preincubacién de estas
células con FSH y la subsecuente exposicion al zinterol resulta en incremento de la
secrecion de P4, no asi en la secrecion de Ez; por lo que propusieron que entre las
hormonas hipofisiarias directamente involucradas en la regulaciéon del desarrollo
ovarico prepuberal (como la LH, FSH y prolactina), s6lo la FSH aunada a la
estimulacién de los -receptores estimula la secrecion de P4 en las células de la

granulosa (Aguado y Ojeda, 1986).

Se ha mostrado que, en la rata neonata, la seccidon bilateral del NOS resulta en:
retraso en la canalizacion vaginal, interrupcidn en la ciclicidad estral, incremento en el
numero de cuerpos lateos, descenso en las concentraciones séricas de FSH, prolactina
y hormona del crecimiento; e incremento de E;, con lo cual, se concluyé que la
informacion transportada por el NOS en edades tempranas es fundamental en la

regulacion del desarrollo ovarico (Forneris y Aguado, 2002).

En ratas adultas, la inyeccidn intracerebroventricular de un agonista de los
receptores [3-adrenérgicos (isoproterenol) en la etapa de Diestro-2 disminuye la
concentracion de P4 ovarica, sin embargo, este efecto no se observé cuando se realiz6
la seccion del NOS previa a la inyeccion. Cuando se inyectd el antagonista [3-
adrenérgico propranolol, la concentracion de P4 incrementd, efecto que nuevamente
no se observo al seccionar el NOS. Estos resultados permitieron sugerir que el aporte
de NA por el NOS es la principal sefial neural que modula la secrecion de P4 al unirse a

los receptores -adrenérgicos (De Bortoli et al., 2002).
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En células del camulus oophorus de foliculos maduros, los receptores o-
adrenérgicos modulan el efecto esteroidogénico de la NA, ya que se ha mostrado que
ésta aumenta el flujo sanguineo ovarico, probablemente abasteciendo a los sitios
esteroidogénicos con suero derivado de lipoproteinas como una fuente de colesterol

para la esteroidogénesis (Itoh e Ishizuka, 2005).

Por medio de la remocion del sistema Ganglio Celiaco-NOS-Ovario (GC-NOS-0),
el cual se mantiene en compartimentos separados (uno para el ovario y otro para el
ganglio, conectados por el NOS), se mostré que la actividad del ganglio es modificada
por estimulos noradrenérgicos (tratamiento con agonistas y antagonistas) ya que
resultd en diferentes perfiles de secrecion de androstenediona en el ovario. Con lo
cual se concluyo que el NOS es un modulador en este mecanismo homeostatico

(Bronzietal.,, 2011).
Asimetrias

Existen evidencias de que la mayoria de los 6rganos endocrinos pares presentan
diferentes respuestas entre el drgano izquierdo y derecho ante el mismo estimulo,
esto se conoce como asimetria. Dichas diferencias, entre drganos izquierdo y derecho,
pueden ser observadas en humanos y en animales; y son muy evidentes como
consecuencia de condiciones patolégicas o cuando los animales son sometidos a

ciertos procedimientos experimentales (Dominguez et al., 2003).

Se sabe que las monoaminas en el cerebro participan en la regulaciéon
hipotalamica del eje hipofisis-ovario. La lesion derecha del locus coeruleus, producida
por la inyeccion local de acido kainico, impide el desarrollo de la hipertrofia ovarica

compensatoria independientemente del lado en que se haya realizado la ovariectomia.

La lesion neuroquimica del locus coeruleus izquierdo no afecta el crecimiento ovarico

compensatorio. Con estos resultados se concluy6é que existe una participacion del
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locus coeruleus derecho, y no el izquierdo, en la hipertrofia ovarica compensatoria de

ambos ovarios (Gerendai y Halasz, 1997).

También se sabe que en la mitad derecha del hipotalamo medial basal hay

mayor concentracion de GnRH que en la mitad izquierda (Gerendai y Halasz, 1997).

En ratas ciclicas se ha observado que en el dia del Estro, el ovario izquierdo
libera un promedio de 6 ovocitos, mientras que el derecho libera sélo 4 (Dominguez et
al., 2003). Asimismo, el tratamiento local con 6-hidroxidopamina (simpatectomia
quimica) incrementa la masa del ovario contralateral, no asi el del ipsilateral

(Gerendai y Halasz, 1997).

En estudios con ratas adultas, la seccidon de alguno de los NOS result6 en la
disminucién o falta total de la ovulacién por el ovario denervado, estos efectos
variaron de acuerdo al dia del ciclo estral en que se realizé la cirugia (Dominguez et

al., 2003).

Gonzalez (2010) al realizar la seccién del NOS izquierdo (NOS-I) o derecho
(NOS-D), asi como ovariectomia izquierda (Oxv-I) o derecha (Ovx-D) a las 7:00 h en
cada etapa del ciclo estral de la rata obtuvo una hora después (8:00 h), que el NOS
izquierdo modula de manera estimulante la accién de las gonadotropinas sobre el
porcentaje de animales ovulantes en Estro, Diestro-1 y Proestro; asi como el nimero
de ovocitos liberados por el ovario izquierdo en Diestro-2 y Proestro, y por el ovario
derecho en Diestro-1 y Proestro. Su participacion es de tipo inhibitoria sobre el
numero de ovocitos liberados del ovario izquierdo en Estro y del ovario derecho en

Diestro-2.

El NOS derecho modula de manera estimulante la accién de las gonadotropinas

sobre el porcentaje de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por el
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ovario derecho en Estro y Diestro-1, y por el ovario izquierdo en Proestro. Su
participacion es de tipo inhibitorio sobre el numero de ovocitos liberados por ambos

ovarios en Diestro-2 (Gonzalez, 2010).

La Oxv-I en Diestro-1 resulté en el bloqueo de la ovulacién pero en Estro y
Diestro-2 se obtuvo una cuota ovulatoria mayor, al igual que los animales con Ovx-D

en Estro y Diestro-1 (Gonzalez, 2010).

Al tomar todos los resultados, el autor sugirié que la participaciéon del NOS, en
los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la tasa de animales ovulantes y el
numero de ovocitos liberados en el Estro vaginal, varia con base en la etapa del ciclo

estral, el nervio y el ovario en estudio (Gonzalez, 2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La secrecion de hormonas esteroides y la liberaciéon de ovocitos, ademas de estar
reguladas por el eje neuroendocrino Hipotalamo-Hipo6fisis-Ovario, estdn moduladas

por fibras sensoriales, simpaticas y parasimpaticas que llegan a la génada.

El Nervio Ovarico Superior es la via neural que aporta la mayor concentracion
de noradrenalina al ovario, cuando se une a los receptores adrenérgicos en los
distintos compartimentos de la gonada modula la accion de las gonadotropinas sobre

las funciones ovaricas.

A la fecha se desconoce cuanta noradrenalina aporta el Nervio Ovarico
Superior a cada ovario durante la mafiana del ciclo estral de la rata adulta, si depende
de la etapa del ciclo, del ovario analizado o de ambos. Por otra parte, se ha
evidenciado que la extirpacibn de un ovario modifica los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacidn del ovario remanente, pero se desconoce si
en esa respuesta participa la noradrenalina que transporta el Nervio Ovarico Superior
a la génada. Es por ello que en el presente estudio se analiz6 los efectos de la seccion
del Nervio Ovarico Superior en la mafiana (7:00 h) de cada etapa del ciclo estral de la
rata adulta con o sin ovariectomia unilateral sobre la concentraciéon de noradrenalina

ovarica.
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HIPOTESIS

Se ha evidenciado en animales enteros o con ovariectomia unilateral que el Nervio
Ovarico Superior a las 7:00 h de cada etapa del ciclo estral modula la accién de las
gonadotropinas sobre la ovulacion, lo que depende del nervio, del ovario in situ y de la
etapa del ciclo estral. Ya que dicho nervio aporta la mayor fuente de noradrenalina a
los ovarios, entonces su ausencia afectara la concentracién de noradrenalina lo que

dependera del nervio, el ovario in situ y de la etapa del ciclo estral en estudio.
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Objetivo

OBJETIVO

Analizar la participacion del Nervio Ovarico Superior a las 7:00 h en cada etapa del
ciclo estral en el aporte de la concentraciéon de noradrenalina en los ovarios de la rata

adulta con o sin ovariectomia unilateral.
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MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio se utilizaron ratas hembras de tres meses de edad, virgenes y
ciclicas de la cepa CIIZ-V. Los animales fueron mantenidos en una sala con condiciones
controladas de temperatura de 22+1 °C y fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 de
obscuridad (luces encendidas de las 5:00 a las 19:00 h) con libre acceso a alimento y

agua.

Se monitored el ciclo estral de las ratas mediante la toma de frotis vaginal
diario y unicamente animales que mostraron dos ciclos consecutivos de cuatro dias
cada uno (Estro, Diestro-1, Diestro-2 y Proestro) fueron utilizados para realizar este
estudio. Las intervenciones quirurgicas se realizaron bajo anestesia con éter, de las

6:50 alas 7:10 h en las distintas etapas del ciclo estral.

Grupos experimentales (n=7)

I. Efecto de la seccién del Nervio Ovarico Superior sobre la concentraciéon de

noradrenalina ovarica

Con el proposito de analizar la concentracidon de noradrenalina ovarica que aporta
cada Nervio Ovarico Superior, a un grupo de ratas anestesiadas con éter se les realiz6
una incisién ventral horizontal un centimetro por debajo de la ultima costilla que
incluyd piel, musculo y peritoneo. Mediante el uso de pinzas de diseccion se busco y
sujet6 el ligamento suspensorio, sin manipular 6rganos, para exteriorizar el ovario e
identificar el Nervio Ovarico Superior que se cortd un centimetro craneal a la gonada
(Figura 13). El ovario se regresd a la cavidad, se sutur6 la herida y se colocé sobre ella

yodo como antiséptico.
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)

NOS-I NOS-D

Figura 13. Representacion esquematica de la seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior.

II. Efecto de la seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior seguida de la

ovariectomia unilateral en la concentraciéon de noradrenalina ovarica

Para conocer el aporte del Nervio Ovarico Superior en la concentracién de
noradrenalina ovarica en un animal con ovariectomia unilateral, a ratas anestesiadas
con éter se les secciond el Nervio Ovarico Superior izquierdo y enseguida se extirpo el
ovario derecho (NOS-I+0Ovx-D) y en otro grupo de ratas se seccion6 el Nervio Ovarico
Superior derecho y se extirp6 el ovario izquierdo (NOS-D+Ovx-I) (Figura 14). Al

finalizar se suturd la herida y se colocé sobre ella yodo como antiséptico.

NOS-1+0Ovx-D NOS-D+Ovx-I

Figura 14. Representacion esquematica de la seccion unilateral del Nervio Ovarico Superior
seguida de la Ovariectomia unilateral contralateral a la denervacion.
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Grupos de comparacion:
a) Intactos: se utilizaron animales que sin ninguna manipulacién, mas que haberles
tomado frotis vaginal diario, fueron sacrificados entre las 7:50 y las 8:10 h en cada

etapa del ciclo estral.

b) Laparotomia: con el fin de distinguir entre el efecto de la seccién unilateral del
Nervio Ovarico Superior y de las vias nerviosas de la pared abdominal ocasionada por
la incision sobre la concentracion de noradrenalina ovarica, se utilizaron animales en
los que se realiz6 un corte ventral horizontal en piel, musculo y peritoneo un
centimetro por debajo de la tltima costilla y sin tocar drganos se suturd la herida y se

coloco sobre ella yodo como antiséptico.

c) Ovariectomia unilateral (Ovx-1y Ovx-D)

Con el proposito de conocer la concentracion de noradrenalina que se localiza en el
ovario remanente de los animales con ovariectomia unilateral, a un grupo de animales
con previa laparotomia se les extirpo6 el ovario izquierdo (Ovx-I; permanecio el ovario
derecho in situ) o el ovario derecho (Ovx-D; permanecié el ovario izquierdo in situ)
(Figura 15). Al finalizar se suturé la herida y se coloc6 sobre ella yodo como

antiséptico.

A A
Ovx-I Ovx-D

Figura 15. Representacion esquematica de la Ovariectomia unilateral.
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Procedimiento de sacrificio y autopsia

Una hora después de la cirugia (de las 7:50 a las 8:10 h) todos los animales fueron

sacrificados por decapitacion con guillotina.

Los ovarios fueron rapidamente removidos, diseccionados sobre una placa de

hielo y almacenados a -70 °C hasta la cuantificacidon del neurotransmisor.

Cuantificacion de noradrenalina ovdrica

La cuantificacion de la catecolamina presente en los ovarios se realiz6 por la técnica
de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) modificada de Ayala et al,
(1998). Para ello, se pesé cada ovario en una balanza de precision y se colocé en un
tubo eppendorf de 1.5 mL. A cada tubo se le agreg6 500 pL de acido perclérico
(HCLO4) 0.1 N (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) y se homogeneiz6 mediante
sonicacion en frio. Posteriormente, se centrifugd a 12 500 rpm a -4 °C durante 30
minutos y el sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de celulosa (poro de
0.45 pm), este paso se realiz6 dos veces. Del extracto se introdujeron 20 pL en la

valvula de inyecciéon de HPLC.

El sistema de HPLC consistié en una bomba isocratica (Perkin Elmer, modelo
LC-250), una valvula de inyeccion (Rheodyne, modelo 7125) con una capacidad de 20
uL y una columna de fase reversa C-18 (4.6 mm x 25 cm) con particula esférica de 10
pum de didmetro (Perkin-Elmer) acoplada a un detector amperométrico (Bionalytical
Systems, modelo LC-4C). Los datos fueron procesados por un integrador Nelson 1020

(Perkin-Elmer).

La fase mévil consistié de un buffer de citrato (0.1 M) (pH=3) con 100 mg de

acido 1-octanosulféonico y 0.005 g de acido etilendiaminotetraacético (EDTA). La

solucion se filtr6 a través de una membrana de celulosa (poro de 0.22 pm) y fue
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degaseada a vacio. Posteriormente, se agreg6 7.5 mL de acetonitrilo y 7.6 mL de
tetrahidrofurano (OmniSolve, EM Science, Canada), con lo que se obtuvo un volumen

total de 250 mL. La fase fue bombeada a una velocidad de 1.2 mL/min.

En el dia de la cuantificacion se utiliz6 una solucién estandar de NA diluida en
HCLO4 0.1 N y se prepard una curva de calibracion con las siguientes concentraciones
0.1, 0.5 y 1 ng. Se aceptd un factor de calibracion para cada uno de los estandares
mayor o igual a 0.98. La sensibilidad del ensayo para el neurotransmisor estuvo por
encima de 0.01 ng. La NA fue identificada por el tiempo de retencion relativo. La

concentracion se expreso en nanogramos por miligramos de tejido (ng/mg de tejido).
Analisis estadistico

La concentracién de noradrenalina ovarica fue analizada con la prueba de “t” de
Student. En todos los casos se consideraron significativas las diferencias menores o
iguales a 0.05 (p<0.05). El programa estadistico utilizado en todas las pruebas fue el
GraphPad InStat version 2.05 (GraphPad InStat Software, 2003). Los resultados

fueron expresados como la media * e.e.m. de la concentracion de NA.
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RESULTADOS

Animales Intactos

La concentracion de noradrenalina en el ovario izquierdo y derecho de los animales
intactos en las etapas de Estro y de diestro fue similar y sélo aumentd en la etapa de
Proestro. En Diestro-1 la concentracién de la catecolamina en el ovario derecho fue

mayor que en el izquierdo (Grafica 1).

Intactos
1,20
*
1,00
o
2 0,80
2
S 0,60 %
léo B Qvario izquierdo
= 0,40
& O Ovario derecho
0’20 .j
0,00
E D1 D2 P

Etapa del Ciclo Estral

Grafica 1. Media + e.e.m. de la concentracion de noradrenalina ovarica en animales intactos en
las diferentes etapas del ciclo estral. xp<0.05 vs. Estro y los dias de diestro, *p<0.05 vs. Ovario
izquierdo

Animales con Laparotomia ventral

La laparotomia ventral realizada en las etapas de Estro y de diestro resultd en el
aumento de la concentracion de noradrenalina en la gonada izquierda (Grafica 2),
mientras que en la derecha se observo el mismo efecto sélo en Estro y Diestro-2,
respecto al registrado en los animales intactos (Grafica 2); en el dia del Proestro no se

presentaron cambios.
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Ovario izquierdo
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Ovario derecho
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Grafica 2. Media  e.e.m. de la concentracién de noradrenalina ovarica. ¥p<0.05 vs. Intacto
respectivo

Animales con seccion del Nervio Ovdrico Superior Izquierdo (NOS-I)

Los animales con seccion del NOS-I en las etapas de Estro y Diestro-2 presentaron
menor concentracion de noradrenalina en ambos ovarios. Cuando se realizé en el dia
de Proestro, la concentraciéon del neurotransmisor disminuyé en el ovario ipsilateral
al nervio seccionado (ovario izquierdo) y aumenté en el contralateral (ovario

derecho), respecto a lo observado en animales con laparotomia (Grafica 3).
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Grafica 3. Media + e.e.m. de la concentracion de noradrenalina ovarica. NOS-I=Nervio Ovarico

Superior Izquierdo. *p<0.05 vs. Laparotomia ventral
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Animales con seccion del Nervio Ovdrico Superior Derecho (NOS-D)

La concentracion de noradrenalina ovarica en animales con seccion del NOS-D en la
etapa de Estro fue menor en el ovario contralateral a la denervacion (ovario
izquierdo) (Grafica 4). A diferencia de ello, en el ovario ipsilateral a la seccién del
nervio (ovario derecho) se observé mayor concentracion del neurotransmisor cuando
ésta se realizd en Diestro-1 y se obtuvo lo contrario cuando se realiz6 en Diestro-2,

respecto a la de animales con laparotomia ventral (Grafica 4).

Ovario izquierdo inervado

1,20

1,00
[°)
8
'g 0,80
i 0,60
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Ovario derecho denervado
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3
g 080 *
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E’ B Laparotomia
> 0,40
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0,20

0,00

E D1 D2 P

Etapa del ciclo estral

Grafica 4. Media * e.e.m. de la concentraciéon de noradrenalina ovarica. NOS-D=Nervio Ovarico
Superior Derecho. *p<0.05 vs. Laparotomia ventral
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Animales con Ovariectomia unilateral

La extirpacion de la génada izquierda (Ovx-I, gonada derecha in situ) en las etapas de
Estro, Diestro-2 y Proestro resulté en disminucion de la concentracion de la amina
respecto a la del grupo con laparotomia ventral (Grafica 5). Este resultado fue
semejante en animales con Ovariectomia derecha (Ovx-D, génada izquierda in situ)

solo en las etapas de Estro y Proestro (Grafica 5).

Ovario derecho in situ

1,20 1
1,00 -
o
2 0,80 - %
ﬁ *
T 0,60 -
§° % M Laparotomia
% 0,40
c OO0vx-I
0,20
0,00 -
E D1 D2 P
Etapa del Ciclo Estral
Ovario izquierdo in situ
1,20 1

ng/mg de tejido

1,00 -
0,80 -
0,60 - %
@ Laparotomia

0,40 -

L3 BOovx-D
0,20 -
0,00 -

E D1 D2 P

Etapa del Ciclo Estral

Grafica 5. Media + e.e.m. de la concentracion de noradrenalina ovarica. Ovx-I=Ovariectomia
Izquierda, Ovx-D=0variectomia Derecha. *p<0.05 vs. Laparotomia ventral
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Animales con seccion del Nervio Ovdrico Superior Izquierdo y Ovariectomia
Derecha (NOS-1+0vx-D)

La seccidon del NOS-I seguida de la extirpacion de la gonada derecha en las etapas de
Estro y Proestro resulté en aumento de la concentracién del neurotransmisor,

respecto a la de los animales con Ovariectomia Derecha (Grafica 6).

Ovario izquierdo in situ
denervado

1,20 1
1,00 A

t 3
t 3
0,80 -
0,60 -
B Oovx-D
0,40 -
B NOS-I1+0Ovx-D
0,20 -
0,00 -
E D1 D2 P

Etapa del ciclo estral

ng/mg de tejido

Grafica 6. Media * e.e.m. de la concentracion de noradrenalina ovarica. *p<0.05 vs. Ovx-D

Animales con seccién del Nervio Ovdrico Superior Derecho y Ovariectomia
Izquierda (NOS-D+0vx-I)

En los animales con el ovario derecho in situ denervado se observd menor
concentracion de noradrenalina cuando la seccion del NOS-D se realizé en la etapa de

Diestro-2, respecto al de los animales con Ovariectomia Izquierda (Grafica 7).

Georgina Daniela Cortés Ruiz

40



Resultados

Ovario derecho in situ denervado
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Grafica 7. Media * e.e.m. de la concentracion de noradrenalina ovarica. ¥p<0.05 vs. Ovx-I
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ANALISIS DE RESULTADOS

La concentracion de NA ovarica registrada en el grupo de animales intactos de este
estudio concuerda con la obtenida por Wolf y colaboradores (1986) quienes al utilizar
un sistema de perfusion para cuantificar catecolaminas en el ovario de ratas adultas
también obtuvieron bajos niveles del neurotransmisor en las etapas de Estro y
Diestro-2, e incremento en la etapa del Proestro. Ellos propusieron que los cambios en
la concentracién de NA ovarica se deben a la activacidn preovulatoria de las neuronas
simpaticas noradrenérgicas del ovario lo que podria regular la maduracion folicular y

la ovulacién.

Haywood y colaboradores (1999) mencionan que el aumento de la NA ovarica
observado en Proestro puede ser resultado de la activacion estrogénica de las
neuronas simpaticas que inervan los ovarios, ya que observaron que la expresion de
los receptores a estrégenos a (ERa) y a P4 en las neuronas noradrenérgicas del grupo
celular A2 fluctian durante el ciclo estral, con incremento significativo en la mafiana
del Proestro. Con base en ello, propusieron que los cambios en la expresion de los
receptores a esteroides gonadales en las neuronas noradrenérgicas del grupo celular
A2 pueden representar eventos moleculares que muestran la capacidad de los
estrogenos y la P4 de alterar la transmision noradrenérgica en el hipotalamo y en las

diferentes areas del cerebro.

En el ovario se ha mostrado que la concentracion de los receptores f3-
adrenérgicos varia a lo largo del ciclo estral de la rata adulta; durante el Proestro esta
elevada (26813 fmoles/mg de proteina), por la mafiana del Estro disminuye a un
50% (135+10 fmoles/mg de proteina), seguido de un incremento en el Diestro-1; la
concentracion de receptores permanece igual del Diestro-1 al Diestro-2 (Jordan, 1981;
Ferruz et al, 1991), lo que implica que la NA en el ovario (de origen neural o adrenal)

puede estar involucrada en las funciones de la gdnada.
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En apoyo a dicha idea, se ha evidenciado que el periodo preovulatorio del ciclo
estral esta caracterizado por aumento en la sensibilidad de los foliculos ovaricos a las
gonadotropinas. La NA, ademas de modular la respuesta de las células de la teca y de
la granulosa a la FSH y la LH, participa en los mecanismos que regulan el crecimiento y

la diferenciacién folicular, asi como la ovulaciéon (Dominguez et al,, 1991).

En ratas hembras la inyeccion de un marcador retrégrado (True Blue) en la
bursa ovarica derecha o izquierda resulta en un marcado positivo de las neuronas del
GCMS cuatro dias después de la aplicacion del trazador. El nimero de células aumenta
desde el Diestro-1 hasta el Proestro y Estro. La inyeccién del trazador en el ovario
izquierdo da como resultado la apariciéon de neuronas marcadas en el GCMS izquierdo
y derecho, mientras que la inyeccion en la bursa derecha muestra células positivas al
marcador s6lo en el GCMS ipsilateral. Los autores sugirieron que ganglio izquierdo
como el derecho reciben informaciéon del ovario izquierdo, mientras que el ovario

derecho se comunica sélo con el ganglio ipsilateral (Moran et al., 2005).

Ya que los cambios ciclicos en el numero de receptores -adrenérgicos en el
ovario y de neuronas activas del GCMS concuerdan con los cambios agudos en las
concentraciones de NA ovarica obtenidos, sugerimos que el incremento en el nimero
de células activas que contienen y liberan NA al ovario explicaria el aumento en la
concentracion de la catecolamina. Es de esperarse que las goénadas se hiper-
sensibilicen, con el aumento de los receptores adrenérgicos hacia el Proestro debido a

la participacion de la NA en el proceso preovulatorio.

Se ha mostrado que entre los drganos pares existen asimetrias morfoldgicas,
bioquimicas y funcionales que dependen de la inervacion que llega a cada uno de ellos
(Dominguez et al, 2003). El equipo de To6th (2007) mostr6 que las conexiones
neurales entre el ovario izquierdo y estructuras del SNC (como el nucleo del tracto
solitario, el nucleo dorsal del vago, los grupos celulares noradrenérgicos Al y A5, el

locus coeruleus, el nudcleo rafé caudal, el nucleo paraventricular hipotaldmico y el
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hipotalamo lateral, entre otras), son mas abundantes que aquellas entre estos grupos
celulares y el ovario derecho, lo que puede explicar que el ovario izquierdo de las
ratas adultas libera mas ovocitos que el derecho (Dominguez et al, 2003). Sin
embargo, en nuestro estudio no tenemos un sustento para explicar que en Diestro-1 la

concentracion de NA en el ovario derecho fue mayor que en el izquierdo.

El aumento en la concentraciéon de NA ovérica en los animales sometidos a
laparotomia ventral en la mayoria de las etapas del ciclo estral (Estro, Diestro-1 y
Diestro-2) podria ser resultado de la activacion de sistemas de respuesta a factores
estresantes inducido por la seccién de la inervacién que llega al peritoneo. Este es una
membrana serosa, extensa y humeda que reviste la cavidad abdominal y cubre los
organos situados en ella, incluyendo la mayoria de los 6rganos digestivos. En el
peritoneo de la pared abdominal se distribuyen nervios aferentes de los cuales la
mayoria se originan en el ganglio de la raiz dorsal entre los niveles toracico-1 y
lumbar-4, y otros cuantos del ganglio nodoso (por debajo del diafragma) (Tanaka et
al, 2002). Con base en dicha informacion proponemos que la estimulacién nerviosa
causada por la incision del peritoneo, asi como de la piel y el musculo, activé los

sistemas de respuesta ante dichos factores estresores.

Asimismo, se ha evidenciado que el equilibrio dinamico interno, conocido como
homeostasis, constantemente es desafiado por fuerzas adversas intrinsecas o
extrinsecas o factores estresantes. El equilibrio se restablece por una serie de
respuestas de adaptacion fisioldgicas y conductuales que son el resultado de la
integracion de una diversidad de sefiales que activan distintas vias neurales centrales.
La capacidad del cerebro para movilizar la respuesta da como resultado la activacion
de la secrecion de vasopresina, hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus

siglas en inglés) y del sistema noradrenérgico en el locus coeruleus (Ferin, 2006).

El eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal y el SNC son los sistemas efectores que
regulan la homeostasis en el organismo durante la exposicion a estimulos estresores

(Axelrod y Reisine, 1984; Pacak et al, 1995). Los componentes centrales estan

Georgina Daniela Cortés Ruiz

44



Analisis de resultados

localizados en el hipotalamo y en el tronco cerebral e incluyen neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo, neuronas CRH de los nucleos paragigantocelular y
parabranquial de la médula y el locus coeruleus, asi como otros grupos celulares
principalmente noradrenérgicos en el bulbo raquideo y la protuberancia (Pacak et al,

1995).

Se ha evidenciado que la inhalacion de éter activa al sistema noradrenérgico
central (Mermet y Gonon, 1988). El sistema nervioso simpatico también responde a
los factores estresantes y es una parte integral de la respuesta al estrés. Un area
especialmente relevante que se estimula ante los factores estresantes es el locus
coeruleus que da lugar a vias eferentes que proporcionan una fuente importante de
noradrenalina en el cerebro, incluyendo el hipotalamo y el nicleo paraventricular, el
cual se encuentra densamente inervado por fibras adrenérgicas y noradrenérgicas y

contiene receptores adrenérgicos (Ferin, 2006).

La actividad de estos sistemas resulta en: la descarga de adrenalina y NA hacia
el torrente sanguineo, cambios en la actividad de las enzimas que participan en su
sintesis, al igual que en las concentraciones de estas aminas en el cerebro. La actividad
de TH incrementa considerablemente en respuesta a algtin estimulo de estrés y esta
actividad parece ser de origen neural y no asi del eje hipofisis-adrenal (Axelrod y
Reisine, 1984). La fuente principal de la NA que llega a los ovarios (mediante el NOS)

es de SNC, lo que explicaria el aumento en la concentracién de este neurotransmisor.

La disminucién en la concentracion de NA del ovario izquierdo denervado en
los animales con seccidén del NOS izquierdo en las etapas del Estro y Diestro-2 hace
evidente que el NOS izquierdo aporta la mayor parte del neurotransmisor a dicho
ovario. Resultados similares fueron observados por Lawrence y Burden (1980) y
Aguado y Ojeda (1984) cuando mostraron que después de la seccion del nervio, la
concentracion de la catecolamina ovarica disminuy6 significativamente sin importar
la edad del animal. En contraste, en la etapa del Proestro la amina proviene

principalmente del NPO, la médula adrenal o ambos; aunada a la del NOS.
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La reducciéon de la concentracion de NA en el ovario derecho después de la
seccion del NOS izquierdo en las etapas de Estro y Diestro-2, puede ser explicada por
una posible comunicacion neural entre los ovarios, hipdtesis que ha sido planteada
por otros autores en los cuales proponen que esta comunicacién nerviosa es
unidireccional (del ovario izquierdo al derecho) (Chavez et al, 1994; Dominguez et al.,
1998). Asimismo, esto se apoya con la propuesta de Moran y colaboradores (2005) en
que el ovario izquierdo envia una sefial hacia la columna celular intermediolateral por

los nervios simpaticos y llega al derecho por medio del NOS.

Al parecer en la etapa de Diestro-1 la falta de una conexion neural (NOS) entre
el ovario izquierdo y el GCMS, no afecta la concentracion de NA en ningtn ovario. Con
base en esto, se sugiere que el origen de NA en esta etapa del ciclo estral es de los
propios ovarios, de las fibras noradrenérgicas que se localizan en el NPO, de la médula

adrenal o de las tres fuentes.

El hecho de que en los animales con seccidn del NOS-D, la concentracién de NA
en el ovario ipsilateral denervado disminuy6 sélo en la etapa de Diestro-2, nos sugiere
que la amina proviene del NPO, de la médula adrenal o de ambas, ademas del NOS;
mientras que el NOS en las etapas del Estro y Proestro no participa en el aporte del
neurotransmisor. El resultado observado en la etapa de Diestro-1 nos permite sugerir

que la NA sélo proviene del NPO, de la médula adrenal o de ambos.

La extirpaciéon de un ovario produce estimulacién neural aguda de los nervios
que llegan al ovario in situ y modifica la sensibilidad de las células endocrinas a las
sefiales hormonales. La seccion de algiin nervio extrinseco ovarico causa estimulacion
neural aguda sobre el ovario denervado y las areas del SNC con conexiones neurales a
las gonadas (Dominguez y Cruz-Morales, 2011). Esto explicaria el incremento de NA
en el grupo de NOS-I+0Ovx-D, en Estro y Proestro, ya que la estimulaciéon provocada
sobre el ovario in situ (por la extirpacidon del ovario contralateral) y a pesar de que

éste esta denervado, llega a él por las otras dos vias posibles, el NPO, el Nv o por
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ambos. Esta respuesta es diferente en los animales con NOS-D+Ovx-I en Diestro-2
donde se observé disminucion de la amina, por lo que se sugiere que la concentracion
de noradrenalina ovarica es regulada por informacién nerviosa que se origina en el

ovario contralateral y depende de la integridad del NOS.
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CONCLUSIONES

En la rata adulta sélo en la etapa de Diestro-1, la concentraciéon de noradrenalina es
asimétrica entre el ovario izquierdo y derecho, mientras que en las demas etapas

ambos ovarios tienen la misma concentracion.

La participacion de cada Nervio Ovarico Superior en el aporte de la concentracion de
noradrenalina ovarica varia a lo largo del ciclo estral, con una mayor concentracién en

la etapa del Proestro.

El aporte noradrenérgico de cada Nervio Ovarico Superior a los ovarios es

principalmente ipsilateral.
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Anexo

ANEXO

Biosintesis y almacenaje de noradrenalina

El grupo de catecolaminas incluye a la NA, la dopamina (DA) y la adrenalina; este
nombre se deriva porque su estructura quimica incluye un grupo catecol y un grupo
amino. Su precursor es el aminoacido tirosina que puede ser sintetizada a partir de
otro aminoacido, la fenilalanina, o bien provenir de la dieta y penetrar en la neurona
por transporte activo (Meana y Garcia-Sevilla, 1997). La primera reaccion es
catalizada por la enzima TH, el cofactor tetrahidrobiopterina y el oxigeno, para
convertir a la tirosina en 3, 4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), que por medio de la
L-amino acido aromatico descarboxilasa (AADC o DOPA descarboxilasa) y el fosfato de
pirodoxal, la L-DOPA es convertida en DA, éste es el paso final en aquellas neuronas
que utilizan esta molécula como neurotransmisor. En cambio, en las neuronas que
liberan a la NA como neurotransmisor, contienen la enzima dopamina (-hidroxilasa
(DBH) que junto con el acido ascoérbico como cofactor, convierte la DA en NA (esta
reaccion ocurre dentro de la vesicula sinaptica) (Figura 14) (Nagatsu et al, 1964;

Abell, 1986; Goridis y Rohrer, 2002).

El paso limitante en la biosintesis de NA es la conversién de tirosina a DOPA, ya
que en estudios se mostrd que no se ve acelerada por la estimulacién nerviosa (Roth
et al, 1967) y porque la actividad enzimatica de la TH es de 100 a 1000 veces menor

que la de otras enzimas de la via biosintética (Meana y Garcia-Sevilla, 1997).
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Tirosina

L-amino3cido aromatico
descarboxilasa (L-AADC)

NHs*
HO

Dopamina Dopamina B-hidroxilasa (DBH)

HO

Feniletanolamina e OH
Noradrenalina

N-metiltransferasa

—NHy*
{  CHs

HO 3
OH

Adrenalina

Figura 15. Sintesis de catecolaminas (Tomada y modificada de Goridis y Rohrer, 2002).

Una vez sintetizadas, las catecolaminas son almacenadas sin cambios dentro de los
granulos cromafinicos de la médula adrenal y en las neuronas postganglionares, en
vesiculas de almacenamiento unidas a la membrana. Dentro de estas vesiculas, las
catecolaminas son acopladas a proteinas no difusibles (cromograninas) que sirven
para inactivar y prevenir la degradacion enzimatica hasta la liberacion por exocitosis
del contenido de las vesiculas. Con una vida media en plasma de aproximadamente de
1-2 minutos, las catecolaminas ejercen sus diversos efectos biolégicos por unién a
receptores a y B, presentes en la membrana plasmatica, que son conocidos como
receptores adrenérgicos, clasificados de acuerdo a su afinidad por varios agonistas o

antagonistas (Peaston y Weinkove, 2004).
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