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Resumen

RESUMEN

El ovario realiza dos funciones: formar células aptas para la reproduccion y
secretar hormonas sexuales. Estas funciones se encuentran bajo un control

neuroendocrino, por medio del eje hipotalamo-hipofisis-ovario.

La alteracién en alguna de estas vias de control (endocrina o neural),
favorece el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico (SOPQ), una patologia
qgue afecta del 6-7% de las mujeres en edad reproductiva. La etiologia del SOPQ

aun no es del todo conocida.

En la rata con SOPQ, la eliminacion total del la informacion simpatica que
llega al ovario via el nervio ovérico superior (NOS), reestablece el ciclo estral, la
capacidad ovulatoria y la concentracion de hormonas esteroides, mientras que la
eliminacidn parcial de dicha informacidn, soélo reestablece la capacidad ovulatoria
por el ovario inervado. Estos resultados han permitido postular que en el modelo
con SOPQ existe otra via de comunicacion entre los ovarios y el sistema nervioso
central, que pudiera estar dada por el nervio vago, que facilita la ovulacién en la
gonada inervada. Para analizar esta posibilidad, en el presente estudio se
utilizaron ratas de 10 dias de edad a las que se les indujo el SOPQ por la
administracion de VE (2 mg disuelto en 1 ml de aceite de maiz) y a los 24 dias de
edad se les realizé la seccidn uni o bilateral del nervio vago. A los 90 dias de edad
se evalud la ovulacidon, la morfologia ovarica, la concentracidn sérica de

hormonas esteroides (progesterona y estradiol) y proteicas (LH y FSH).



Resumen

La administracion de VE en la etapa infantil resulté en adelanto del inicio
de la pubertad y ausencia de ovulacién, asi como una disminucidn en la

concentracion de gonadotropinas y aumento en la de estradiol.

Aproximadamente el 70% de las hembras con SOPQ y vagotomizadas no
ovuld a los 90 dias de edad, aun cuando el frotis vaginal correspondid a un estro
tipico. El estudio histologico de estos ovarios reveld la presencia de cuerpos
luteos y de foliculos en diferentes estadios de crecimiento. Esto permite sefialar

que si se presentd la ovulacidon en todos animales.

En los animales tratados con el VE y sometidos a una seccion bilateral del
nervio vago, la concentracion de estradiol fue mas alta, respecto al grupo con VE

(VE+SBNVD=225.9+£20.9 vs. VE= 148.5+£10.4).

En las ratas con SOPQ, la seccion unilateral o bilateral del nervio vago
incrementd la concentracién de LH, respecto al animal tratado con VE, sin

cambios en la concentracion de FSH.

La administracidon de VE en la etapa infantil, no modificé la concentracién
de progesterona cuando los animales llegaron a la etapa adulta. Esta respuesta

se mantuvo aun después de realizar una vagotomia uni o bilateral.

Los resultados del presente estudio muestran que la informacién neural

qgue transcurre por el nervio vago modula de manera estimulante la persistencia



del sindrome del ovario poliquistico, ya que la seccién uni o bilateral del nervio

restablece la ovulacion.



Introduccién

INTRODUCCION

Aproximadamente una de cada diez mujeres en edad reproductiva presenta
el SOPQ, por lo que es considerado la causa mas comun de infertilidad femenina.
Este sindrome se caracteriza por una alteracion en la secrecion basal de
gonadotropinas, altas concentracion de estradiol y de androgenos, ademas de

ovarios poliquisticos (Schulster y col., 1984).

Diversos grupos de trabajo han postulado que la aparicion del SOPQ, es el
resultado de una alteracidén en la inervacidn extrinseca del ovario (Barria y col.,
1993; Greiner, 2005; Linares), lo anterior con base a que se ha mostrado que la
seccion bilateral del NOS reestablece las funciones ovaricas, tales como la

esteroidogénesis y la ovulaciéon (Barria y col., 1993). Sin embargo, la seccién

unilateral del NOS, sélo reestablece la ovulacion en el ovario inervado (Linares,
2006). Es probable que esta respuesta se de por una via de comunicacidn entre

los ovarios.

Por trazadores retréogrados se ha mostrado la existencia de una via de
comunicacion neural entre el ovario y el sistema nervioso central (SNC), dada por
el nervio vago. En el presente trabajo se analizé en la rata con SOPQ, la
participacion de la informacidon neural que transcurre por el nervio vago en la

persistencia del SOPQ.
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MARCO TEORICO

En el hombre y otros vertebrados los sistemas de reproduccién son muy
similares. En el ovario, los procesos bioquimicos y fisioldgicos son idénticos no
solo en la formacion de células germinales, el desarrollo de foliculos primordiales
y su subsecuente crecimiento a foliculos de Graff, y su eventual ovulacion, sino
también en su estructura anatémica (Mahajan ,1988). El ovario realiza dos
funciones interrelacionadas: la producciéon de gametos y la secrecion de
hormonas esteroides y protéicas. La funcidn neuroendocrina del ovario garantiza
la produccion regular de ovocitos en el momento de maxima probabilidad de ser
fecundados, y la regulacién de la funcidon hipotalamo-hipofisaria (Ross y col.,

2005; Tresguerres, 2003).
ESTRUCTURA OVARICA

En la mujer los ovarios son estructuras pares de color blanco rosado con
forma de almendra que miden unos 3 cm. de largo, 1.5 cm. de anchoy 1 cm. de
espesor. Cada ovario esta fijado a la superficie posterior del ligamento ancho
del utero a través de un pliegue peritoneal llamado mesoavario (Fawcett, 1990;
Ross y col., 2005). En la rata los ovarios se encuentran situados cerca de los
rinones a lo largo del musculo lateral y se encuentran rodeados de grasa
(Peluffo, 2002). Los ovarios se situan en relacidon con la pared lateral de la pelvis,
a cada lado del utero, y estan suspendidos por un pliegue del peritoneo y por el

ligamento suspensorio (Bergmany col., 1998).
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En el ovario se distinguen tres zonas. La corteza, zona periférica gruesa que
rodea a la médula. En el tejido conjuntivo de la corteza justo debajo de la tunica
albuginea, estdn incluidos los foliculos en diferentes estadios de maduracion; la
médula, que contiene una red vascular y tejido conectivo; y el hilio, por donde
entra al ovario la arteria y vena ovarica, los vasos linfaticos, las fibras nerviosas
(Fawcett, 1990; Ross y col., 2005; Tresguerres, 2003). El ovario del animal adulto
esta constituido por tres unidades funcionales diferentes: el tejido intersticial, los

foliculos y el (los) cuerpo (s) luteo (s) (Figura 1).
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Epitelio Foliculo Masa celular Foliculo
germinativo primitivo intersticial vesicular
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FIGURA 1.Esquema que muestra las unidades funcionales del ovario: el tejido intersticial,
foliculos en diferentes etapas de desarrollo y el cuerpo Iiuteo (Tomado de Goldfien y
Monroe, 1998).
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DESARROLLO FOLICULAR

El crecimiento folicular es el resultado de la accién combinada de las
gonadotropinas hormona luteinizante (LH); foliculo estimulante (FSH) y los
esteroides ovaricos (andrégenos y estrogenos) sobre las células granulosas vy
tecales de los foliculos seleccionados al comienzo de cada ciclo ovarico
(Tresguerres,2003). En el proceso de foliculogénesis, estdn ademas involucrados
diversos factores de crecimiento, como por ejemplo, el factor semejante a la

insulina (IGF) I y Il y el factor de crecimiento neural (NGF) (Hernandez, 2001).

El foliculo esta formado por el ovocito, las células de la granulosa, la
membrana basal, las células tecointersticiales que conforman la teca interna y
teca externa, tejido conjuntivo, capilares y terminaciones nerviosas (Dominguez y

col., 1991).

En la mujer el proceso de foliculogénesis se produce en la etapa fetal, y se
considera que un foliculo esta formado cuando el ovocito es rodeado por una
capa de células foliculares (Freeman, 1994). En la rata este proceso se produce
después de las primeras 24 horas de vida (Malamed y col., 1992). En el ovario de
la rata los receptores a FSH y LH empiezan a sintetizarse entre los 5y 7 dias de
vida, razén por la cual se ha planteado que el inicio de la foliculogénesis es un
proceso independiente a estas hormonas. Desde principios de los 90°’s se mostrd
que el ovario fetal de la rata presenta fibras de naturaleza noradrenérgica, las
cuales podrian estar participando en la regulacién del desarrollo de los foliculos

(Malamed y col., 1992). En apoyo a esta interpretacién, el grupo de Lara (1990)
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mostré que la destruccidén quimica de las fibras simpdaticas en los primeros dias
de vida resulta en una disminucién de la poblacién folicular. El tamafio de un

foliculo indica el estado de desarrollo del ovocito (Figura 2) (Ross y col., 2005).

& FOLICULOS PRIMORDIALES. Una sola capa de células foliculares planas
rodea al ovocito. La superficie externa de las células foliculares esta
cubierta por una lamina basal. En esta etapa, como en las siguientes, el
ovocito y las células foliculares circundantes estan muy juntos (Fawcett,

1990; Freeman, 1994; Ross y col., 2005).

& FOLICULOS PRIMARIOS. Conforme el foliculo primordial se convierte en un
foliculo en crecimiento ocurren cambios en el ovocito, en las células
foliculares y en el estroma circundante. A medida que el ovocito crece,
aparece una lamina homogénea muy acidéfila y retractil, lamada zona o
membrana pelucida entre el ovocito y las células foliculares contiguas.
Mediante una rapida proliferaciéon mitética, la capa simple de células
foliculares da origen a un epitelio estratificado, la capa granulosa, que
rodea al ovocito; cuando este epitelio adquiere la forma de un epitelio
columnar bajo, se dice que se ha formado el foliculo primario (Dissen y
col., 2004; Freeman, 1994). Las células foliculares reciben ahora el

nombre de células de la granulosa (Ross y col., 2005).

En la rata la aparicidn de los foliculos primordiales y primarios se da en la
etapa neonatal (fase que va desde el nacimiento hasta el dia 7) (Dissen y

col., 2004).
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& FOLICULOS SECUNDARIOS. En la corteza el foliculo primario aumenta de
tamafo, por proliferacidon de las células de la granulosa. Cuando la capa
granulosa alcanza un espesor de 6 a 12 estratos celulares, aparecen
cavidades entre las células de la granulosa, llenas de liquido folicular,
llamadas cuerpos de Call-Exner. A medida que el liquido folicular (que
contiene acido hialurénico, LH, FSH, Progesterona y estradiol) continua
acumulandose entre las células de la granulosa, las cavidades se unen y
constituyen una cavidad unica llamada antro (Roos y col., 2005; Yen,
2001). Este foliculo ahora se designa con el nombre de foliculo secundario
o foliculo antral. Conforme proliferan las células de la granulosa, las
células estromales que rodean la capa de la granulosa forman una vaina
de células conjuntivas (Hoar, 1978a), conocida como teca folicular, justo

por fuera de la lamina basal. La teca folicular se diferencia en dos capas:

e Teca interna, es la capa de células secretoras cubicas muy
vascularizada y mas profunda. Las células de la teca interna al
principio son fusiformes con aspecto de fibroblastos; pero mas
tarde acumulan pequeias gotas de lipidos y su citoplasma adquiere

las caracteristicas ultraestructurales tipicas de las

células productoras de esteroides. Estas células tienen receptores a
la LH, sintetizan y secretan los andrégenos que son los precursores

de los estréogenos. Ademas de las células secretoras, la teca interna
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contiene fibroblastos, haces de fibras de colageno y una rica red de
vasos pequenos (Fawcett, 1990; Ross y col., 2005).

e Teca externa, es la capa mas superficial de células del tejido
conjuntivo. Contiene sobre todo células musculares lisas y haces de

fibras de coldageno (Ross y col., 2005).

No son claros los limites entre la teca interna y la externa ni entre la teca
externa y el estroma vecino. Sin embargo, la lamina basal que hay entre la
capa granulosa y la teca interna establece un limite bien definido entre
estas dos capas (Fawcett, 1990; Ross y col., 2005). Desde la teca externa
penetran hacia la interna muchos vasos pequefios que forman una red
capilar abundante en la teca interna; mientras las capas de células de la
granulosa permanece avascular durante todo el crecimiento del foliculo

(Fawcett, 1990).

Conforme el foliculo secundario va creciendo, el antro, que esta revestido
por varias capas de células de la granulosa también se hace mas grande. La
capa granulosa tiene un espesor que es relativamente uniforme excepto en
la regidon del ovocito. Aqui las células de la granulosa forman el disco

proligero o cumulo ooforo, que se proyecta

dentro del antro. Las células de este disco que rodean inmediatamente el
ovocito y permanecen con este en la ovulacién forman la denominada
corona radiada. La corona radiada estd compuesta por células del cimulo

gue envian microvellosidades que penetran por la membrana pelucida y se
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comunican con las microvellosidades del ovocito, a través de uniones de

hendidura (Ross y col., 2005).

4 FOLICULO DE GRAAF. En la mujer los foliculos necesitan de 10 a 14 dias, a
partir del comienzo del ciclo para alcanzar su madurez. En la rata se
requiere un periodo similar, donde el foliculo que va a responder con la
ovulaciéon requiere de tres ciclos estrales (Dominguez y col., 1991). El
foliculo de Graaf ocupa todo el grosor de la corteza del ovario y hace
prominencia en la superficie libre del érgano. Los foliculos parecen estar
en tensién, como si el liquido de la cavidad folicular estuviera a una
presion muy grande (Fawcett, 1990). En este tipo de foliculos, la actividad
mitotica de las células de la granulosa disminuye. La capa de la granulosa
parece tornarse mas fina conforme el antro aumenta de tamafno. Mientras
continlan agrandandose los espacios que hay entre las células de la
granulosa, el ovocito y las células del cimulo se separan gradualmente del
resto de la capa granulosa en preparacion para la ovulaciéon (Ross y col.,

2005).
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FIGURA 2. Esquema que muestra las caracteristicas del foliculo ovarico en diferentes etapas
del crecimiento en el ovario (Modificado de Ross y col., 2005).
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ATRESIA

El proceso degenerativo por el cual los foliculos son eliminados antes de
llegar a la ovulacion se denomina atresia. La palabra atresia deriva del idioma
griego (a: no; tresia: perforado) (Peluffo, 2002). La atresia ocurre en cualquier
etapa del desarrollo folicular, aunque es mas frecuente en los foliculos antrales

(Rosales y Guzman, 2008).

Que un foliculo ovule o sufra atresia, es determinado por el balance de
sefiales que reciben sus células (como por ejemplo el pico preovulatorio de LH).
En la atresia, un evento fundamental, es la pérdida controlada de células por
medio del mecanismo de apoptosis (Rosales y Guzman, 2008). Las células de los
foliculos atrésicos presentan caracteristicas morfologicas y bioquimicas
caracteristicas de muerte por apoptosis, desde un punto de vista bioquimico se
puede observar encogimiento celular, fragmentacién del ADN, disminucion en
la sintesis y expresion del RNAm que codifica para las aromatasas, pérdida de
receptores a gonadotropinas. En el estudio histologico se observan nucleos
picndticos y fragmentacion nuclear en las células de la granulosa,
desprendimiento de las células de la granulosa y del complejo cimulos-ovocito y
en algunos casos hipertrofia de las células de la teca (Sharma, 2000). La teca de
los foliculos que van a la atresia van a conformar la glandula intersticial del ovario

(Ross y col., 2005).

11



Marco tedrico

OVULACION

La ovulacion es el proceso por el cual el ovocito en desarrollo es liberado del
foliculo de Graaf hacia la superficie del ovario (Bergman vy col., 1998). Durante la
ovulacién el ovocito atraviesa toda la pared folicular y el epitelio superficial del
ovario. Una combinacién de cambios hormonales y efectos enzimaticos produce
la liberacidon del ovocito en la mitad del ciclo menstrual. Antes de la ovulacion, el
flujo sanguineo se detiene en una pequefia region de la superficie ovarica sobre
el foliculo que hace protrusion. Esta region del epitelio superficial, que se conoce
como estigma o mdcula pelucida, se eleva y luego se rompe. El ovocito, rodeado
por la corona radiada y las células del disco proligero, es expulsado con fuerza del

foliculo abierto (Ross y col., 2005).

CONTROL ENDOCRINO DE LA OVULACION

Los estrégenos producidos por los ovarios modulan de manera estimulatoria
o inhibitoria la secrecion del factor liberador de gonadotropinas (GnRH) y de la
propia FSH y LH. La ovulacion depende de una serie de eventos endocrinos en los
qgue participan el hipotdlamo, la hipodfisis y el ovario. Las terminales neuronales
que liberan GnRH se encuentran en la eminencia media. La GnRH es transportada
por los vasos hipofisioportales al I6bulo anterior de la hipdfisis. En las células
gonadotropas la GnRH estimula la sintesis y la liberacién de la FSH y de la LH. La
FSH transportada por la sangre al ovario, estimula el crecimiento y la maduracion
de los foliculos ovaricos. Los foliculos en crecimiento, a su vez, secretan durante

la fase folicular del ciclo cantidades progresivamente crecientes de estradiol.

12



Marco tedrico

La concentracion elevada de estradiol ejerce su efecto sobre los
gonadotropos, induciéndolos a acumular LH y, en menor medida FSH. El mayor
cambio en la secrecidn pulsatil de GnRH, ocurre a la mitad del ciclo, donde se
inicia el aumento preovulatorio de gonadotropinas, es en esta fase, cuando
el(los) foliculo(s) dominante(s) alcanza(n) su madurez, y hay una marcada

elevacidon en la concentracion de estrégenos (Yen, 2001).

En la rata la concentracion maxima de estradiol se presenta en la tarde del
dia del proestro (Freeman, 1994), después desciende y con ello se da la
liberacidon preovulatoria de gonadotropinas, la cual se produce en la noche del
proestro (Blake, 1999; Levine, 1999). Luego del pico preovulatorio se observa en
el ovario un incremento en el flujo sanguineo y las células de la granulosa
cercanas a la [amina basal, comienzan a soltarse debido a la desaparicion de las
uniones estrechas que las mantenian unidas. La elevacion repentina en la sangre
de la LH desencadena la ruptura del foliculo y la expulsién de su ovocito. Luego
de la ovulacién el foliculo que expulsd el ovocito se transforma en un cuerpo
[uteo. Su principal funcidon es la de secretar progesterona, la cual tiene
numerosas funciones, entre ellas, el acondicionamiento del Utero para el periodo
de prefez y la regulacién de las contracciones del oviducto para el transporte del
ovulo al utero (Peluffo, 2002). La caida en la concentracidn de LH al final del ciclo

establece la etapa para la regresion del cuerpo luteo (Bergmany col., 1998).
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Teoria de las dos células en la sintesis de hormonas ovaricas

Al contrario de la FSH, que solo actua en las células de la granulosa, la LH
tiene multiples lugares de accidén en el ovario: las células tecales, intersticiales,
granulosas y luteinicas. Las células de la teca interna desarrollan receptores para

la LH, pero no para la FSH (Tresguerres, 2003)

Las células de la teca interna y de la granulosa ovaricas tienen funciones

complementarias en la sintesis de estrogenos (Diaz, 2004).

La unidn de la LH a sus receptores estimula la concentracion de AMP-ciclico,
regulador de la actividad enzimatica que transformara el colesterol en
andrdgenos (androstenediona y testosterona). Los andrdégenos producidos en la
teca difunden al plasma o bien al compartimiento de células granulosas del
foliculo, donde son aromatizados a estrégenos. El aumento de la concentracién
de FSH al comienzo de la fase folicular incrementa en primer lugar el nimero de
células granulosas y en segundo lugar la concentracidon de receptores para FSH,
ésta ultima induce en las células granulosas la sintesis de AMP-ciclico, que actua
como segundo mensajero en la sintesis de la aromatasa P450c19, que es
fundamental en la transformacion de andrégenos a estrogenos. El estradiol
incrementa a su vez el numero de sus propios receptores, asi como los de FSH, lo
que resulta en el incremento adicional de la actividad mitogénica. Ademas de
esta accion sinérgica entre la FSH y el estradiol, la FSH induce la sintesis de los

receptores a LH (Tresguerres, 2003; Diaz, 2004).
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ESTEROIDOGENESIS OVARICA

COLESTEROL: EL SUSTRATO PARA LA SINTESIS DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS

Las células esteroidogénicas de la corteza suprarrenal, teca folicular vy
granulosa ovaricas, captan el colesterol desde las lipoproteinas plasmaticas, y lo
utilizan como sustrato en la sintesis de esteroides (Tresguerres, 2003; Diaz,
2004). Las lipoproteinas contienen un nucleo lipidico rodeado de proteinas. En la
mujer las lipoproteinas que transportan colesterol son las de baja densidad (LDL)
y en menor proporcidon lo hacen las de alta densidad (HDL), en el caso de la rata
son las HDL; para cuyas proteinas existen receptores especificos de membrana
en las células del ovario (Ojeda y col.,, 1983). Estos receptores median la
endocitosis de las LDL, que en el interior de las células se fusionan con los
lisosomas, que degradan las proteinas y desesterifican el colesterol. El colesterol
libre procedente de las LDL bloquea la sintesis de colesterol por la propia célula
ovarica. El colesterol libre es reesterificado y acumulado en gotitas lipidicas en el
citoplasma celular. En el primer paso de la sintesis de cualquiera de las hormonas
esteroideas, el colesterol es de nuevo desesterificado y rescatado de la gotita

lipidica (Diaz, 2004).

La proteina trasportadora de esteroles (SCP, de sus siglas en inglés), lo
traslada a través del citoesqueleto a la mitocondria, donde comienza la sintesis
hormonal esteroidea. La seial que activa el inicio de la sintesis de hormonas

esteroides procede de la unién de la LH con su receptor especifico en membrana,
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esta unidn activa la sintesis intracelular de AMP-ciclico, segundo mensajero

necesario en la sintesis hormonal esteroidea (Diaz, 2004).

El primer paso de la sintesis de las hormonas esteroideas comienza en la
membrana interna de las mitocondrias, aqui la enzima que actua es la P450scc
(desmolasa), la cual corta la cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, lo que

da origen al acido isocaproico y pregnenolona (Figura 3) (Diaz, 2004).

20,22 Desmolasa

pd50scc
A o
C=0
—— Acido isocaproico + /Ej§i>
HO HO
COLESTEROL PREGNENOLONA

FIGURA 3. Ruptura de la cadena lateral del colesterol (Modificado de Diaz, 2004).

Una vez sintetizada la pregnenolola, ésta puede tomar dos rutas, donde
participan dos enzimas diferentes: la 3B-HSD (3B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa), que la convierte en progesterona, o la 17a-hidroxilasa
(P450c17), que la convierte en 17a-hidroxi-pregnenolona. Tanto la 33-HSD como

la 17a-hidroxilasa se localizan en el reticulo endopldasmico liso, por lo que la
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pregnenolona debe salir de la mitocondria. Para pasar de pregnenolona a
progesterona la 3R-HSD primero reduce la oxidacidon del grupo hidroxilo en
posicion C3 de la pregnenolona; y, segundo, como consecuencia de la oxidacion
se produce la isomerizacidon del doble enlace (Figura 4). La oxidacion requiere la

participacion de NADH+H (Diaz, 2004).

CH,
I—O CH,
- é=0
HO 0
PREGNENOLONA PROGESTERONA

FIGURA 4. La 3B oxidacion de la pregnenolona (Modificado de Diaz, 2004)

La 17a-hidroxilasa, enzima del reticulo endoplasmico, esta compuesta por
un citocromo especifico, P45017C y la flavoproteina NADPH-citocromo P450
reductasa. Este complejo tiene dos actividades enzimaticas, de modo que en un
primer paso convierte el sustrato en la forma 17a-hidroxilada de |Ia

pregnenolona (Figura 5) (Diaz, 2004).

CH, (|3H3
(I}=op p450cl? c=0
OH
—_—
HO HO
PREGNENOLONA 17 o - HIDROXIPREGNENOLONA

17



Marco tedrico

FIGURA 5. La 17 a-hidroxilacion de la pregnenolona (Modificado de Diaz, 2004)

El segundo producto es la dehidroepiandrosterona (DHEA) (Figura 6), un

andrégeno débil, producido por el ovario y las suprarrenales (Diaz, 2004).

CH,
| p450cl?
c=0 D 0
OH
HO HO
17 o - HIDROXIPREGNENOLONA DHEA

FIGURA 6. La a-hidroxilacion de la 17 a-hidroxipregnenolona (Modificado de Diaz,
2004)

La DHEA requiere una ulterior transformacion por la 38-HSD y da lugar a la

androstenediona (Figura 7) (Diaz, 2004).

0 O
HO 0
DHEA ANDROSTENEDIONA

FIGURA 7. La 3 B-oxidacion de la DHEA (Modificado de Diaz, 2004)
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Si el sustrato la actividad de la 33-HSD es la progesterona, el producto
intermedio, serd la 17aOH-progesterona, la cual es finalmente convertida en

androstenediona el precursor de los andréogenos y estréogenos. (Diaz, 2004)

La androstenediona es convertida en testosterona por la 17B-hidroxi-
esteroide-deshidrogenasa (Figura 8), un enzima que también convierte la estrona
a estradiol (Figura 9). La 17B-hidoxiesteroide deshidrogenasa esta en el reticulo
endoplasmico, y cataliza la reaccion en ambos sentidos: hidroxilo C19 a ceto, o
viceversa. El producto resultante, la testosterona, es el precursor del estradiol,
para lo cual debe salir de las células de la teca y pasar a las células de la

granulosa, donde estd la actividad aromatasa (Diaz, 2004).

17 B-HSD

ﬂo OH
0 0
ANDROSTENEDIONA TESTOSTERONA

FIGURA 8. La 17 B-oxidacion de la androstenediona (Modificado de Diaz, 2004)

La reduccién del grupo ceto en C17 es un paso limitante para la sintesis de

testosterona y estradiol, pero no para la sintesis de estrona (Figura 9)(Diaz,2004).
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p450cl19

(aromatasa) OH OH
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0 HO
TESTOSTERONA ESTRADIOL
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p450cl9
( .
0 HO
ANDROSTENEDIONA ESTRONA

FIGURA 9. La participacion de la aromatasa en el paso de androstenediona a
estrona (Modificado de Diaz, 2004)

La androstendiona, precursor de la estrona, es mayoritariamente convertida
a testosterona en el ovario, y escasamente pasa a la granulosa. La estrona que
encontramos en el plasma procede de la conversiéon de estradiol a estrona en el

higado, mediante la 17B-hidoxiesteroide deshidrogenasa hepatica. (Diaz, 2004)

ACCIONES DE LAS HORMONAS OVARICAS

Los estrégenos coordinan multiples funciones fisioldgicas que son
importantes para la reproducciéon de la hembra. En la rata, esta hormona juega

un papel modulador esencial en el comportamiento de apareamiento, aumenta

20



Marco tedrico

la actividad locomotora e incrementa la percepciéon de varios estimulos
sensoriales, incluyendo los auditivos, visuales y olfatorios. Durante el ciclo estral
el estradiol, participa en la regulacion de la proliferacion celular de los epitelios
uterinos (Tresguerres, 2003). Los estrégenos ovaricos, junto con la progesterona,
controlan la secrecion de LH y FSH por sus acciones en el eje hipotalamo-
hipofisis. El estradiol facilita la accidn de la FSH sobre las células de la granulosa y
posibilita la capacidad de esta gonadotropina para incrementar y mantener sus
propios receptores. La concentracion intrafolicular de estradiol parece
determinar que foliculo continuara madurando hasta la ovulacion y cuales

entraran en proceso de atresia (Tresguerres, 2003).

En la rata, la progesterona junto con el estradiol actuan de manera sinérgica
en el control del inicio y duracion del comportamiento de receptividad sexual
(Etgen, 1999; Uphose y Maswood, 1999). En general, en las especies viviparas la
progesterona es esencial para que la implantacion ocurra; ademas de que
previene la expulsion prematura del embrién (Burden y col., 1977; Lindzey vy
Korach, 1999; Paolucci y col., 1999), la progesterona actia en combinacién con la
prolactina para inhibir la receptividad sexual durante la prefiez y lactancia

(Etgen, 1999).

REGULACION DE LA SECRECION HORMONAL EN EL OVARIO

De todos los elementos implicados en la regulacion de la funcién ovarica, el
hipotdlamo es el lugar de control e integracidon de todas las sefales (nerviosas y

humorales) procedentes del sistema nervioso central, hipdfisis, ovario y Utero.
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En el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario-Utero participan
hormonas hipotaldmicas (GnRH), multiples hormonas tréficas hipofisarias (LH,
FSH, PRL), hormonas ovaricas (estrogenos, andrdogenos, progestagenos,
hormonas peptidicas y factores locales) y hormonas producidas por el utero
(prostaglandina, relaxina) (Tresguerres, 2003).

Sobre el hipotdlamo actuan sefales provenientes del ambiente, las
hormonas, neurotransmisores, etc. La sefial de salida es la secrecion pulsatil de
GnRH de las terminales nerviosas de la eminencia media a los vasos portales

hipotalamo-hipofisiarios. La frecuencia y la amplitud con las que la

GnRH es secretada son determinantes para la sintesis y secrecion de
gonadotropinas. La sefial de salida de la hipdfisis es la secrecion pulsadtil de LH y
FSH. En el momento en que la concentracion de las hormonas ovaricas, estradiol
y progesterona e inhibina, sea alta, la secrecidén hipofisaria es inhibida por

retroalimentacion negativa (Tresguerres, 2003).

Sobre el ovario actuan las gonadotropinas, factores locales (reguladores
intragonadales, como por ejemplo los factores de crecimiento similares a la
insulina) y sustancias procedentes del Utero (tales como las prostanglandinas) y

de otros érganos (Tresguerres; 2003).

DESARROLLO PUBERAL

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias de

gestacion del humano (Ojeda y col., 1980). En estos momentos, la diferenciacion
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sexual del encéfalo tanto en la rata como en el humano, se produce por la
presencia o ausencia de la testosterona secretada por los testiculos (Dorner,

1980).

En la rata hembra desde el nacimiento hasta el inicio de la etapa prepuberal,
transcurren aproximadamente entre 35 y 40 dias. El Unico signo exterior que
sefiala el comienzo de la funcién reproductora es la canalizacidén de la vagina. La
apertura vaginal generalmente ocurre el dia posterior al pico preovulatorio de
gonadotropinas y en los frotis vaginales se identifican células cornificadas,

correspondientes a un estro (Becu-Villalobos y col., 1990).

En la rata el desarrollo de los mecanismos involucrados en la reproduccion

se produce en un corto lapso de cinco semanas (Becu-Villalobos y col., 1990).

Se ha propuesto una clasificacion del desarrollo puberal, que toma en
consideracion parametros morfolégicos y fisioldgicos relacionados con los
distintos componentes del eje hipotalamo-hipofisis-gdnada. Se ha divido el

desarrollo de la rata hembra en cuatro fases:

++» Fase neonatal (desde el nacimiento hasta el dia 7). Caracterizado por la
insensibilidad de los foliculos ovaricos a las gonadotropinas (Peter, 1970);
razoén por la cual se inicia el crecimiento folicular independiente de éstas. A
partir del quinto dia la FSH comienza a estimular la produccién de estradiol

a partir de testosterona. En esta etapa la mayor parte de los estrogenos en
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suero, se encuentran unidos a la a-feto proteina, la cual al tener una alta
afinidad por los estrégenos, impide que se unan a sus receptores y por ello
se dice que son bioldégicamente inactivos (Raynaud, 1973). Hacia el final de
esta etapa se hace evidente la respuesta esteroidogénica del ovario a las
gonadotropinas (Lamprecht y col., 1976). Los valores de FSH, bajos antes
del nacimiento, empiezan a aumentar y la LH sérica se mantiene baja

(Dohler y Wuttke, 1974).

Fase infantil (de 8 a 21 dias). Este periodo se caracteriza por
concentraciones muy altas de FSH (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon vy
col., 1976) lo cual es fundamental para el reclutamiento y crecimiento de
los foliculos que llegaran a ovular en la pubertad; y por la presencia de
“picos” esporadicos de LH (Dohler y Wuttke, 1974; Wuttke y col., 1980).

A partir del dia 15 de vida disminuye la FSH y desaparecen los “picos” de
LH; se empieza a detectar la inhibina en suero y la disminucidon de la a-feto
proteina. La inhibina, favorece la retroalimentacidén negativa del estradiol

sobre las gonadotropinas (Becu-Villalobos y col., 1990).

Fase juvenil. En este periodo la concentraciéon de FSH ha disminuido y la de
LH es baja y constante en un comienzo. La LH comienza a secretarse en
forma pulsatil (Andrews y Ojeda, 1981) y hacia el final del periodo,
incrementa sus valores bdasales (Meijs — Roelofs y col., 1983) y la amplitud
de sus pulsos durante la tarde (Urbanski y Ojeda, 1983), estableciéndose

un ritmo de secrecion circadiano. A nivel de ovario se observa un aumento
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L)

de receptores a LH (Smith-White y Ojeda, 1981); esto aunado a el patrdn
de secrecidon de la LH se traduce en un aumento en la esteroidogénesis
(Becu-Villalobos y col., 1990). El aumento gradual de la prolactina y la GH
(Hormona del crecimiento) facilita la accién estimuladora de las

gonadotropinas (Ojeda y col., 1980).

Fase peripuberal (comienza alrededor de los 30 dias de edad y culmina
con la primera ovulacién). El patrdn circadiano de la secrecion de la LH se
establece clara y regularmente, este ritmo al igual que el de prolactina,
presenta una elevacion brusca en la tarde conocida como “pico” que es
independiente del control esteroideo. Cuando la LH esta en
concentraciones altas hay una estimulacién en el ovario y se produce una
concentracion mayor de estradiol; esta hormona ejerce una
retroalimentacion positiva sobre la secrecidén de las gonadotropinas. En el
ovario hay una maxima respuesta esteroidogénica en respuesta a la
presencia de un numero maximo de receptores para FSH y aumentan las
concentraciones de testosterona, progesterona y estradiol (esta ultima es
la responsable de la canalizacién de la vagina). Las altas concentraciones
de esteroides plasmaticos actuan sobre el hipotalamo y estimula la
secrecion de la GnRH que culmina con el “pico preovulatorio” de

gonadotropinas y la primera ovulaciéon (Becu-Villalobos y col., 1990).
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CICLO REPRODUCTIVO

Los ciclos sexuales de los vertebrados son extremadamente variables
(Parkes, 1960; Barrington, 1963; Asdell, 1964). El ciclo estral de la rata, dura
entre 4 y 5 dias y es influenciado por factores exteroceptivos como la luz, la
temperatura y las sustancias quimicas percibidas por el sentido del olfato. Se

divide en cuatro fases (Figura 10):

» ESTRO: En esta etapa la ovulacién se hace presente, y los dvulos después
de ser liberados pasan al oviducto (Hoar, 1978 b; Tresguerres 2003). El
estro se encuentra bajo la influencia de los estrogenos y la progesterona
(Thornton y Finn, 1999). En la maifana del estro se presenta una segunda
elevacion en la concentracién de la FSH, debido a la disminucion de la
secrecidon ovarica de inhibina. Este aumento en la FSH va a estimular el
crecimiento folicular de un nuevo grupo de foliculos. La presencia de
células escamosas y cornificadas en el frotis vaginal es indicativa de estro

(Hoar, 1978 b).

» METAESTRO: Dura de 10 a 14 horas. La secrecidon de progesterona por la
presencia del cuerpo luteo y la de estradiol por parte de los foliculos
inhiben la secrecién de gonadotropinas. Esta etapa es caracterizada por
una disminucion de la vascularizacidon del utero mientras que en el frotis
vaginal se aprecia infiltracion de leucocitos junto con algunas células
cornificadas indicando un gran adelgazamiento de la mucosa y la migracion

de leucocitos a través de ella (Hoar, 1978 b; Tresguerres 2003).
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» DIESTRO: Dura de 60-70 horas. Siempre y cuando no haya habido

fecundacion, durante esta fase tiene lugar la regresion del cuerpo luteo
(lutedlisis), que se produce por la insensibilidad del cuerpo luteo a la LH
secretada por la hipdfisis. Cuando hay fecundacién el cuerpo luteo
estimula la secrecion de prolactina (fase luteotréfica). Las células del frotis
vaginal son casi en su totalidad leucocitos (Hoar, 1978 b; Tresguerres

2003).

PROESTRO: Los foliculos han adquirido el estadio de preovulatorios vy
secretan grandes cantidades de estradiol. Esta hormona ejerce ahora un
efecto estimulante (retroalimentacion positiva) sobre la secrecién de
gonadotropinas. La liberacion preovulatoria de la LH produce la ovulacion.
En la noche de esta etapa la hembra es receptiva y acepta la monta del

macho. En el frotis se aprecian células nucleadas (Tresguerres, 2003).
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Células epiteliales cornificadas

Células
epiteliales
nucleadas

Leucocitos

FIGURA 10. Esquema que muestra las células caracteristicas del frotis vaginal durante las
diferentes etapas del ciclo estral de la rata (Tomado de Hoar, 1978 b).
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SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso se divide en un sistema nervioso central compuesto de
encéfalo y médula espinal, y un sistema nervioso periférico conformado de doce
pares de nervios craneales que emergen del tallo cerebral y 31 pares de nervios
espinales que se origina en la médula espinal. El sistema nervioso periférico
consta de dos divisiones somatica y autdnoma. La divisidon somatica comprende
las neuronas sensitivas que inervan la piel, musculos y las articulaciones. La
division autdnoma modula la sensibilidad visceral, asi como del control motor de

las visceras, musculo liso y gldndulas endocrinas (Roger, 1996).

SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

Langley (1921) introdujo el concepto de sistema nervioso auténomo (SNA)
para describir en los mamiferos, la inervaciéon motora de los musculos lisos, del
musculo cardiaco y de las glandulas. La presencia de los ganglios fue uno de los
aspectos basicos de la descripcion de Langley sobre este sistema. Las fibras
motoras asociadas al SNA tienen sus cuerpos celulares localizados en los ganglios
gue se encuentran a cierta distancia del sistema nervioso central (SNC). De esta
forma una FIBRA PREGANGLIONAR procedente del SNC hace sinapsis en un
ganglio con la neurona POSTGANGLIONAR que esta en contacto con el drgano

efector visceral (Hoar, 1978a).
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El sistema nervioso central auténomo se divide en dos partes: SIMPATICO el
cual participa en la respuesta del organismo al estrés; y PARASIMPATICO este
conserva los recursos corporales y restablece la homeostasis. El sistema
simpatico se origina de la regidn toraxico-lumbar del sistema nervioso central
(T1-L3) y el parasimpatico de las regiones craneal (lll, VII, IX, y X) y sacra (S2,S3 vy
S4) (Hoar, 1978a).

Cada organo recibe fibras simpaticas y parasimpaticas; una es excitadora
mientras que la otra es inhibidora. Los efectos simpaticos estan siempre
mediados por la noradrenalina (NA) o adrenalina (A) (NERVIOS ADRENERGICOS),
mientras los efectos parasimpaticos son siempre debidos a la acetilcolina

(NERVIOS COLINERGICOS) (Hoar, 1978a; Roger, 1996).

Las cadenas de GANGLIOS PARAVERTEBRALES claramente delimitadas a
cada lado de la columna vertebral son de naturaleza simpatica; éstos constituyen
los centros de sinapsis entre las neuronas PRE y posganglionares que inervan el
iris, las glandulas salivales, las sudoriparas, los vasos sanguineos, corazén vy
organos respiratorios. El tubo digestivo, desde el estdmago hasta el recto, asi
como los odrganos genitales son inervados por las fibras simpaticas
posganglionares que nacen en los GANGLIOS PREVERTEBRALES o COLATERALES
(Hoar, 1978a). Las zonas preganglionares de la regién parasimpdtica son muy
largas (el nervio vago, por ejemplo) y las posganglionares muy cortas, mientras

ocurre a la inversa para los componentes simpaticos (Hoar, 1978a).
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INERVACION OVARICA

Las evidencias obtenidas acerca de los posibles mecanismos que regulan las
funciones ovaricas, apoyan la existencia de un vinculo neural directo entre las
gonadas y el SNC (Gerendai y col., 1995, 2000; Morales y col., 1993, 1998, 2007);
esto sumado a la regulacion ejercida por las hormonas del eje hipotalamo-

hipofisis-gdnada.

Las glandulas endocrinas, incluyendo el ovario, son inervadas por neuronas
del sistema nervioso periférico. Los ovarios de los mamiferos estan inervados por
neuronas simpdaticas y sensoriales (con un pequefio componente parasimpatico)
cuyas fibras llegan a los componentes estructurales de la glandula incluidos la
vasculatura (especialmente alrededor de los vasos sanguineos, del hilio y la
médula). Una parte de los nervios pasan a la corteza del ovario viajando a través
del tejido intersticial y formando un plexo que rodea a los foliculos en desarrollo.
En estas estructuras los nervios se ubican en la teca interna y la teca externa pero
no penetra la capa de las células de la granulosa ni el cuerpo luteo (Burden

,1985; Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai y Haldsz, 1997; Ross y col., 2005).

Los nervios ovaricos surgen del ganglio celiaco, el ganglio mesentérico y del
nervio esplacnico lumbar, que se originan en el ganglio que se localiza a lo largo
de la aorta (Dissen y Ojeda, 1999). En la rata el ovario recibe inervacion
simpatica de dos fuentes: (1) del plexo nervioso (PN), que viaja a lo largo de la

arteria ovarica, y (2) del nervio ovarico superior (NOS) que esta asociado con el
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ligamento suspensorio (Gerendai y Halasz, 1997; Lawrence y Burden 1980). Estos

nervios llegan al ovario por el hilio (Bergmany col., 1998).

La innervacion simpdtica del ovario no Unicamente tiene influencia en la
actividad secretora del ovario sino también participa en la regulacion del
desarrollo folicular. Esta funcion es sugerida por experimentos en los cuales se
trataron ratas neonatas con anticuerpos al factor de crecimiento neural,
blogueando el desarrollo de la innervacion ovarica y lo que dié como resultado el
enlentecimiento del desarrollo folicular, retraso en la pubertad, decremento en
la secrecién de estradiol y marcadas irregularidades en el ciclo estral (Burden y

col., 1978; Lara y col., 1990).

La distribucion de fibras simpaticas intraovaricas es similar en todas las
especies, pero la densidad de la red varia considerablemente entre las especies
(Burden ,1985; Greiner y col., 2005). Las fibras simpaticas (NOS, plexo ovdrico)
son de naturaleza catecolaminérgica y peptidérgica (VIP, NPY) (Dissen y Ojeda,

1999; Ojeda y col., 1983; Parra y col., 2007).

NERVIO VAGO

La informacién parasimpatica que llega al ovario es aportada por el nervio

vago (Burden y col., 1982,1983; Burden, 1985; Lawrence y col., 1980); el cual

contiene diversos péptidos incluyendo somatostatina, Sustancia P, péptido

intestinal vasoactivo (VIP) y gastrina (Dissen y Ojeda, 1999; Ojeday col., 1983).
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El nervio vago se origina de tres nucleos: el nucleo motor principal, el
parasimpatico y el sensitivo (Figura 11). El nucleo parasimpatico forma el nucleo
dorsal del vago y se ubica por debajo del piso de la parte inferior del cuarto
ventriculo posterolateral al nucleo del nervio hipogloso. Recibe fibras aferentes
desde el hipotalamo a través de las vias autdnomas descendentes. También
recibe otras fibras aferentes provenientes del nervio glosofaringeo. Las fibras
eferentes se distribuyen hacia la musculatura de los bronquios, el corazon, el
esofago, el estdmago, el intestino delgado y el intestino grueso hasta el tercio

distal del coldn transverso (Snell, 1999).

El nervio vago tiene por origenes: el ntucleo ambiguo (somatomotor); el
nucleo cardioneumoentérico (visceromotor); el nucleo dorsal del vago
(viscerosensitivo); la parte inferior del nucleo del fasciculo solitario

(somatosensitivo) (Bouchet y Willeret, 1978).

TRAYECTO DEL NERVIO VAGO

El nervio vago abandona la superficie anterolateral de |la parte superior del
bulbo raquideo como una serie de raicillas en un surco ubicado entre la oliva y el
pedunculo cerebeloso inferior (Figura 11). El nervio pasa lateralmente a través de
la fosa craneana posterior y abandona el craneo a través del agujero yugular. El
nervio vago posee dos ganglios sensitivos, un ganglio superior redondeado
ubicado sobre el nervio dentro del agujero yugular y un ganglio inferior

cilindrico, que se ubica sobre el nervio inmediatamente por debajo del agujero.
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Por debajo del ganglio inferior la raiz craneal del nervio accesorio se une al nervio
vago y se distribuye principalmente en sus ramas faringea y laringea recurrente.
El nervio vago desciende verticalmente en el cuello dentro de la vaina carotidea

con la vena yugular interna y las arterias carétida interna y comun (Snell, 1999).

Corteza
cerebral

/S

Via autonoma

. ' descendente
Talamo y nucleos ;
hisetala Nucleo dorsal
ipotalamicos - 7
P T / parasimpatico del

'nervio vago

Desde el nervio

glosofaringeo ! Nucleo del tracto solitario

Pedtnculo
cerebeloso

Nucleo motor principal del nervio

inferior vago
Nucleo espinal del nervio
trigémino
Nervio vago
.y ~Ganglio superior
Bulbo g del nervio vago
raquideo \

Ganglio inferior
del nervio vago
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FIGURA 11. Nucleos del nervio vago y sus conexiones centrales (Modificado de Snell,

1999)
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El nervio vago derecho (o posterior) ingresa en el torax, pasa por detrds de
la raiz del pulmén derecho y forma parte del plexo pulmonar, luego se dirige
hacia la superficie posterior del esdéfago y contribuye con el plexo esofagico.
Entra en el abdomen a través del orificio esofagico del diafragma. El tronco vagal
posterior se distribuye en la superficie posterior del estomago y, mediante una
rama celiaca grande, en el duodeno, el higado, los rifiones y los intestinos
delgado y grueso hasta el tercio distal del colén transverso. Esta amplia
distribucion se logra mediante los plexos celiaco, mesentérico superior y renal

(Snell, 1999).

El nervio vago izquierdo (o anterior) ingresa en el tdrax, cruza el lado
izquierdo del arco aodrtico y desciende por detras de la raiz del pulmén izquierdo
y forma asi parte del plexo pulmonar, el nervio vago desciende luego sobre la
superficie anterior del eséfago y contribuye con el plexo esofagico. Ingresa en el
abdomen a través del orificio esofagico del diafragma. El tronco vagal anterior se
divide en varias ramas, que se distribuyen en el estdmago, el higado, la parte
superior del duodeno y la cabeza del pdncreas (Snell, 1999). El nervio vago
ademads proporciona inervacidon parasimpatica al corazén, pulmones, vesicula

biliar, proporciones superiores de los uréteres (Ramos y col., 2001).

Collings y col. (1999), mostraron que el nervio vago funciona como un
vinculo neural entre el Utero y cérvix con el sistema nervioso central. Gerendai y
col. (2000) mostraron que el ovario también formaba parte de este recorrido

neural del nervio vago (Figura 12).
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FIGURA 12. Hemisecccion de la parte caudal del tallo cerebral, el ganglio nodoso, nervio
vago y el posible curso que recorre este nervio hacia el ovario, tUtero y cervix. NTS, ntcleo

del tracto solitario (Modificado de Collings y col., 1999).
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PARTICIPACION DEL NERVIO VAGO EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES
OVARICAS

Hill (1962) postuld que el nervio vago provee de innervacidn parasimpatica
al ovario. Observo que en la rata la vagotomia transtoracica interrumpia el ciclo
estral, sin embargo esta cirugia causaba la muerte del animal poco tiempo
después. Afios mas tarde se mostréo que la vagotomia abdominal modificaba
algunas funciones reproductivas y que ademas era una cirugia que no

culminaba con la muerte del animal (Ojeda y col., 1983).

Burden y col. (1977) mostraron que en ratas prefiadas la vagotomia
abdominal, practicada al dia 8 de gestacidon, causa reabsorcion fetal e
interrupcion de la prefiez; lo cual se acompafia de la disminucidon en la
concentracion de progesterona (P, ) y LH. Aifos mas tarde el mismo grupo de
trabajo encontrd que la vagotomia impedia la induccidon de la seudo prefiez en

respuesta a la estimulacion cervical (Burden, 1981).

Burden y colaboradores (1983) utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-
Dawley para localizar el soma de los nervios sensoriales que inervan al ovario.
Para ello inyectaron un trazador retrégrado en la génada y encontraron que las
células ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos Ty a L, y células del
ganglio nodoso presentan marca. Al realizar la vagotomia, el marcaje sdlo llega a
las células provenientes del ganglio nodoso. Este ganglio tiene proyecciones del

nucleo del tracto solitario, el que junto con el nucleo hipotaldmico controlan las
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funciones reproductivas (Swanson and Sawchenko,1980), por lo que se propuso
al nervio vago como un modulador fino de las funciones ovaricas. Ojeda y col.
(1983) mostraron que la vagotomia abdominal retrasa el inicio de la pubertad y

reduce la secrecion de hormonas esteroides.

Burden y col. (1986a) encontraron que la vagotomia abdominal realizada en
el dia del proestro modifica el peso ovarico, el numero de foliculos sanos asi
como la concentracion de LH y FSH, por lo que postularon al nervio vago como un
componente mas del eje hipotalamo-hipodfisis-ovario. En la rata adulta
hemicastrada, la vagotomia abdominal bloquea la ovulacidon y la hipertrofia
compensadora del ovario remanente, que es caracteristico del animal

hemicastrado (Burdeny col., 1986b).

Cruz y col. (1986) mostraron que la seccidn bilateral del nervio vago en
hembras previamente tratadas con gonadotropinas, modifica el numero de
ovocitos liberados y la poblacién de foliculos grandes. Con base en sus resultados
postulan que la informacién que lleva el vago izquierdo esta mas comprometida
con el proceso ovulatorio que la que transcurre por el vago derecho. En el animal
con seccién del vago la capacidad del ovario para ovular depende del dia del ciclo

en el que se realiza la vagotomia y del nervio seccionado (Chdvez y col., 1989).

En 1992 el grupo de Nakamura observaron que la vagotomia abdominal

provoca un decremento significativo en el nimero de ovocitos liberados y en la

concentracion de progesterona en la manana del estro; acompafiado de un
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aumento en el numero de foliculos atrésicos, hechos que apoyan el papel del

nervio vago en la regulacidn de la ovulacion.

En las ratas adultas, la seccion del nervio vago derecho provoca un aumento
brusco en la concentracion plasmatica de LH, mientras que la seccion nervio vago
izquierdo solo se acompanfa de un leve incremento. Esta respuesta desigual en la
concentracion de LH sugiere que el nervio vago modula de manera asimétrica la

secrecion de esta hormona (Gerendai y Motta, 1990).

La inyeccidon del virus de pseudorabia en el ovario de ratas adultas tiene
como resultado el marcaje de varias estructuras del SNC, marcaje que después
de realizar una vagotomia desaparece, por lo que se propone que existe una ruta
de comunicacion entre el ovario y el hipotalamo a través el nervio vago

(Gerendai vy col., 2000).

La vagotomia bilateral realizada en la rata de 28 dias de edad resulta en un
incremento significativo del numero de ovocitos liberados; la vagotomia uni o
bilateral realizada a los 24 6 28 dias de edad resulta en una menor concentracidn
de estradiol. La seccidn bilateral del vago a los 24 dias de edad resultd en un
incremento de la progesterona, efecto contrario se observé cuando el mismo

procedimiento se realizé a los 28 dias de edad (Morales y col., 2004).
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Todos estos antecedentes muestran que la informacién neural que llega al
ovario via el nervio vago, participa en la regulacién de diversas funciones ovaricas

tales como la ovulacién y la secrecion hormonal.

SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es el mas comuUn y menos
entendido desorden endocrino y es la causa mas frecuente de esterilidad
anovulatoria hiperandrogénica, afecta al 5% de la poblacion en edad
reproductiva (Lara y col., 1993; Xita y col., 2002). Si bien se describié hace mas

de medio siglo, la causa de su aparicidon aln no se conoce con certeza (Yen 2001).

Se han propuesto diversos modelos experimentales en el estudio de la
fisiopatologia del SOPQ, los cuales incluyen la androgenizaciéon neonatal,
inyeccion de valerato de estradiol o la exposicion de los animales a luz constante
(Mahesh y col., 1987).

En el humano con SOPQ y en la rata con SOPQ inducido, ademas de los
ovarios poliquisticos, se observan generalmente concentraciones séricas
normales o elevadas de LH, normal o ligeramente disminuida de FSH y por
concentraciones elevadas de estrogenos y andréogenos circulantes (Schulster y

col., 1984).

El SOPQ tiene una patofisiologia compleja caracterizada por perdida

ovulatoria, amenorrea, hiperandrogenismo, y concentraciones variables de
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gonadotropinas en circulacién (Franks, 1995; Lobo, 1996; Taketani, 1990;
Vaitukaitis, 1983). Una caracteristica comun es la carencia de foliculos
preovulatorios los cuales estan reemplazados por multiples foliculos antrales
atrésicos. En la sangre se presenta elevacion de la concentracion de de
estrégenos y de hormonas androgénicas y sus precursores (Barria y col., 1993;
Franks, 1995; Lara y col., 2000). El sindrome frecuentemente se acompafa de
obesidad, hirsutismo y en la mayoria de los casos, infertilidad (Barria y col.,
1993). Se ha encontrado resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en un 50-70%
de los casos de mujeres con SOPQ. La hiperinsulinemia se ha relacionado con las
altas concentraciones de andrégenos, defectos en el transporte de glucosa y la

antilipdlisis (Diamante-Kandarakis y Dunaif, 1996; Yen, 2001).

Las anormalidades detectadas en este sindrome pueden ser atribuidos a
defectos primarios en la unidad hipotalamo-hipdfisis, el microambiente del
ovario, la glandula adrenal y a cambios en el metabolismo (Barria y col., 1993;

Lara y col. 2000).

Diversos estudios postulan que el desarrollo o apariciéon del SOPQ esta
estrechamente relacionado con una activacion anormal del sistema nervioso
simpatico. Esta posibilidad ha sido confirmada en la rata, debido a que al realizar
una seccidon bilateral del nervio ovarico superior (una de las principales
aportaciones de informacion simpatica al ovario) hay un restablecimiento de la
ciclicidad de los animales, se normaliza la concentracion de LH, ademas de que

hay evidencia de la desapariciéon de quistes y la aparicion de cuerpos luteos,
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indicadores de que se produjo la ovulacién (Barria y col., 1993; Lara y col., 2002;

Rosa-E-Silva y col., 2003).

SOPQ inducido con valerato de estradiol (VE)

Los estrégenos son importantes para el desarrollo del fenotipo sexual, la
morfologia del sistema reproductivo y la diferenciacion sexual del SNC. En la
hembra de los mamiferos, estos esteroides, participan en la regulacién del
desarrollo del eje hipdfisis-gdnada, la foliculogénesis ovarica, la ovulacién y la
implantacion (Shirwalkar y col., 2007). Puesto que el SOPQ puede ser inducido en
la rata, esta especie es un buen modelo para estudiar la patofisiologia del SOPQ

en el humano.

El VE es una hormona esteroide cuya formula es (178B)- Estra-1, 3,5(10)-
Estratrieno-3,17 B-diol, 17-pentanoato (Cy3H3,03) con un peso molecular de
356.50 (Figura 13). Es un polvo cristalino blanco que en general es inoloro pero
puede tener un ligero olor a grasa; funde alrededor de 147°C. Es practicamente
insoluble en agua y escasamente soluble en aceite de ajonjoli y aceite de maiz. La
duracién de la accién de la suspensiéon del aceite es de tres semanas (Gennaro,

1998).
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FIGURA 13. Estructura quimica del valerato de estradiol (Tomado de Carretero, 2004)

En el modelo del animal tratado con VE, la anatomia vy fisiologia del ovario
se parecen a los de pacientes con SOPQ (Lara y col., 2000; Mahajan ,1988;
Schulstery col., 1984).

En ratas adultas la inyeccion con VE induce cornificacion vaginal persistente
y ovarios anovulatorios poliquisticos (Brawer y col., 1978; Shirwalkar y col.,
2007;). Algunos autores atribuyen este proceso al aumento en la actividad de los
nervios ovaricos simpaticos, que llegan al ovario via el NOS, asi como por un
incremento en la sintesis de NGF (Factor de crecimiento neural). A nivel de ovario
esta actividad simpatica se traduce en un incremento en la expresiéon de NA (Lara
y col., 1993; Rosa-E-Silva, 2003). Los ovarios son pequefios, con pocos 0 ningun
cuerpo luteo, foliculos secundarios pequefios. La caracteristica mas notable es la
presencia de quistes grandes, que presentan pocas capas de células de la

granulosa y una gruesa capa de células de la teca (Hemmings y col., 1983).
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JUSTIFICACION

El SOPQ es uno de los desdrdenes endocrinos mas comunes y estudiados
pero también de los menos entendidos. Actualmente se acepta que el SOPQ se
debe al incremento en la actividad de las fibras simpaticas, que llegan al ovario
por el NOS. Sin embargo, la seccion unilateral del NOS no restablece la ovulacién
en la génada denervada y si lo hace en la intacta. Con estos resultados, nuestro
grupo de trabajo ha sugerido que existe un tipo de comunicaciéon neural entre los
ovarios, la cual permite la ovulacion sélo del ovario intacto, esta comunicacion
podria estar dada por el nervio vago, el cual se ha sefialado como una via de

comunicacion entre el SNCy el ovario.

Para probar nuestra idea se utilizé el modelo de la rata con SOPQ, inducido
por la administracion de VE en la etapa infantil, y sometida a la seccion unilateral
o bilateral del nervio vago en la etapa juvenil y se evalud la respuesta ovulatoria 'y

esteroidogénica del ovario.
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HIPOTESIS

Si el papel que ejerce la innervacidon parasimpatica es estimulante en la
persistencia del SOPQ, entonces al eliminar dicha informacién por la seccién uni

o bilateral del nervio vago, las funciones ovaricas se reestableceran.
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OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

Analizar en la rata adulta la participacién del nervio vago en la persistencia del
sindrome del ovario poliquistico (SOPQ), inducido por la administracion de

valerato de estradiol en la etapa infantil.
PARTICULARES

1. Estudiar en los animales con SOPQ, el efecto de la seccidon unilateral o
bilateral del nervio vago realizada en la etapa juvenil, sobre la respuesta

ovulatoria.

2. Estudiar en los animales con SOPQ, el efecto de la seccién unilateral o
bilateral del nervio vago realizada en la etapa juvenil, sobre la presencia o
ausencia de quistes, cuerpos luteos y foliculos en las diferentes etapas de

desarrollo.
3. Estudiar en los animales con SOPQ, el efecto de la seccidon unilateral o

bilateral del nervio vago realizada en la etapa juvenil, sobre Ia

concentracion de estradiol, progesterona, LH y FSH.
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MATERIALES ¥ METODOS

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Cll-ZV que al momento del
nacimiento (dia cero) fueron sexadas y colocadas en camadas de seis crias por
caja, cinco hembras y un macho, con la finalidad de evitar alteraciones en la
maduracién del Sistema Nervioso Central y del aparato reproductor del animal

(Salas y col., 1991).

Todos los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
iluminacion con 14 horas luz por 10 horas de oscuridad (luces encendidas de las
05:00 horas a las 19:00 horas), a una temperatura de 22+2° C, con libre acceso a
la madre hasta el dia del destete (24 dias de vida) y posteriormente al agua y al

alimento hasta el dia de la autopsia.
DISENO EXPERIMENTAL
Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

e Los animales de 10 dias de edad fueron inyectados intraperitonealmente
con 2.0 mg de valerato de estradiol (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.
USA) disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz, dosis que se ha probado es
capaz de inducir el Sindrome del Ovario Poliquistico (Brawer y col., 1986;

Laray col., 1993; Rosas 2006).
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« Como grupos testigo se considerd a los animales inyectados a los 10 dias
de edad con 0.1 ml de aceite de maiz (Vh) y otro grupo de animales

intactos.

OPERACIONES

Todos los animales que fueron inyectados a los 10 dias, al alcanzar los 24
dias de edad fueron anestesiados con éter entre las 8:00 y 12:00 h y antes de
realizar la cirugia se registro el peso corporal. Los animales fueron asignados al

azar a alguna de las siguientes manipulaciones quirurgicas:

OPERACION SIMULADA (0S)

Se realizé una incisidon ventral de la piel y del musculo de aproximadamente 2 cm,
a lo largo de la linea media del cuerpo y sin tocar ningun érgano; se suturod la
herida.

SECCION UNILATERAL O BILATERAL DEL NERVIO VAGO

Se procedié del mismo modo que en al caso anterior, se exteriorizd el estdmago,
se desplazé el higado y se expuso el esdfago. A nivel subdiafragmatico se
localizaron los troncos vagales y se procedié a seccionar con pinzas de micro

diseccion el nervio vago izquierdo (SNVI) o el derecho (SNVD) y posteriormente
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se suturd la herida. En el caso de la seccidn bilateral del nervio vago (SBNV) se

cortaron ambos nervios.

Una vez terminadas las cirugias los animales se regresaron a condiciones de

bioterio.

AUTOPSIA

Cuando los animales tuvieron 76 dias de edad se tomaron diariamente
frotis vaginales y al alcanzar los 90 dias de edad y presentar un estro vaginal se
registro el peso corporal y se llevé a cabo el sacrificio por decapitacion.

Se colectd la sangre del tronco, se mantuvo a temperatura ambiente
durante 30 min. y se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min., se separo el suero
del botdn celular. Las muestras de suero se depositaron en tubos eppendorf y se
almacenaron a -20 °C hasta el momento en que se realizd la cuantificacion de
progesterona, testosterona, estradiol FHS y LH.

Ya que el nervio vago inerva gran cantidad de tejidos presentes en la
cavidad abdominal, se disecaron vy pesaron el Utero, adrenales y ovarios. Se
disecaron los oviductos y en ellos se contaron los ovocitos, siguiendo la

metodologia habitual del laboratorio (Morales y col.1998).

ANALISIS HISTOLOGICO

Los ovarios izquierdo y derecho de cada grupo experimental fueron fijados en

solucidon de Bouin por 24 horas, se deshidrataron en alcohol, se colocaron en
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cloroformo y posteriormente se incluyeron en parafina. Se realizaron los cortes
histoldgicos seriados de 10 um de grosor, que fueron tefiidos con hematoxilina-

eosina.

CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES

La cuantificacion de progesterona y 17B-estradiol se realizd por
radioinmunoandlisis (RIA) de fase sdlida, con un Kit Coat-A-Count (Diagnostic
Products, Los Angeles,CA, USA) . Se adicionaron 100 pl de muestra problema a
tubos de polipropileno que contenian el anticuerpo especifico anti-progesterona-

12 . . 12 . , . .
I'> y anti-estradiol- I'*® respectivamente, ademas de 1 ml de hormona radioactiva

1", La mezcla se agité por un minuto y se incubd durante tres horas a
temperatura ambiente. Después se decantdé y finalmente se determind la
concentracion de hormonas en funcion de las cuentas por minuto y de una curva
de calibracion con la ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra 5005,
Packard ™.

La medicion de FSH y LH se realizé por RIA de doble anticuerpo para lo cual
a 100 ul de muestra problema se le afiadieron 100 ul de hormona marcada con
1! | posteriormente se le adiciond el anticuerpo de suero de borrego para
LH(rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2) segun fue el caso y se incubd a temperatura
ambiente por 24 hrs. Después se agregaron 100 pl del segundo anticuerpo

(suero normal de conejo) y se incubaron durante dos hrs. Posteriormente los

tubos se centrifugaron a 3000 rpm a -4°C por 30 min., el sobrenadante fue
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decantado, se sacaron las paredes de cada tubo y se colocaron, para ser

analizados en el contador de rayos gamma modelo Cobra 5005, Packard ™.

La cuantificacion de hormonas se realizd en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides y en el Laboratorio de Hormonas Proteicas del Departamento de
Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy

Nutricion “Salvador Zubiran”.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso corporal, peso relativo de los érganos (ovarios,
Utero, y adrenales), y las concentraciones de progesterona, estradiol, LH y FSH se
analizaron por la prueba de Andlisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida

por la prueba de Tuckey.

Cuando se realizé la comparacién entre dos grupos se utilizé la prueba “t”
de Student. La edad de apertura vaginal (EAV) primer estro en dias posteriores a
la EAV y el numero de ovocitos liberados se analizaron por la prueba de Kruskal-

Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes (nUmero de animales que ovulan/nimero
total de animales) se analizd por la prueba exacta de Fisher para proporciones o
la de Ji°. Se consideraron como estadisticamente significativas aquellas

diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05.

51



Materiales y métodos

52



Resultados

RESULTADOS

Efecto de la administracion de valerato de estradiol (VE) sobre el

inicio de la pubertad, la respuesta ovulatoria y las funciones ovaricas.

Inicio de la pubertad

Los animales tratados con Vh mostraron un mayor peso corporal, que los

animales intactos (Tabla 1).

En los animales tratados con VE se observé un adelanto en la edad de apertura 'y
primer estro vaginal, en comparaciéon con los animales testigo absoluto o con los

tratados con Vh (Tabla 1).

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal
(EAV) y primer estro vaginal de animales intactos (TA), tratados a los 10
dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados a
los 90 dias de edad.

Grupo | No. PC EAV EPE (dias) ®
TA 19 | 240.8+6.3 34.6 3.62+0.67
Vh 18 | 264.6+7.0° | 35.8%0.5 2.11+ 0.51
VE 15 248.9+9.8 18.0+0.4 * -

¥ p<0.05 vs. TA 'y Vh (prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney)

°p<0.05 vs. TA (la prueba de U de Mann-Whitney)

® Dias después a la EAV
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Respuesta ovulatoria

En los animales inyectados con VE se observd un decremento en la tasa de
animales ovulantes, en comparaciéon con los animales intactos o inyectados con
Vh (Grafica 1). La administracion del Vh no modificé la cuota ovulatoria (Vh
11.741.0 vs. testigo absoluto 10.1+1.1, N.S.) En grupo tratado con VE solo

ovularon dos animales los cuales liberaron 1y 8 ovocitos respectivamente.

Grafica 1. Tasa de animales ovulantes de hembras intactas (TA), tratadas
a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y
autopsiadas a los 90 dias de edad.
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* p<0.05 vs. TAy Vh (prueba de Ji2)
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Pesos relativos de la masa ovarica, masa adrenal y utero

En el grupo tratado con VE se observd una disminucidn significativa en el
peso de la masa ovarica, comparado con los animales testigo absoluto o tratados
con el vehiculo. La masa adrenal y del utero no se modificé por la administracion

del VE (Tabla 2).

Tabla 2. Media + e.e.m del peso relativo (mg /100g de peso
corporal) de la masa ovarica (MO), masa adrenal (MA) y atero, de
animales intactos (TA), tratados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Grupo MO MA Utero
TA 30.3+1.0 25.1+1.0 148.9+5.7
Vh 29.7+1.1 22.8+0.8 152.8+3.9
VE 229+1.7%* 23.81+1.2 154.8 + 6.0

* p<0.05vs. TAy Vh (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Hormonas ovaricas

La concentracidn sérica de progesterona fue menor en los animales
tratados con Vh, en comparacién con los animales testigo absoluto y no se
modificé por el VE.

Los animales inyectados con VE mostraron una mayor concentracion
sérica de estradiol en comparacién con su testigo absoluto y los animales

inyectados con Vh (Grafica 2).
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Grafica 2. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, y
estradiol en animales intactos (TA), inyectados con vehiculo (Vh) 6
valerato de estradiol (VE) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Progesterona

Estradiol

* p<0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
A p<0.05vs. TAy Vh (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Gonadotropinas

Los animales tratados con VE mostraron una menor concentracion de LH que los
animales intactos y los inyectados con Vh (Grafica 3).

Los animales tratados con Vh mostraron un aumento significativo en la
concentracion de FSH en comparacion con los animales intactos. La respuesta

fue inversa en los animales inyectados con el VE (Grafica 3).
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Grafica 3. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de LH y FSH en
animales intactos (TA), inyectados con vehiculo (Vh) 6 valerato de
estradiol (VE) y autopsiados a

los 90 dias de edad.

¥ p<0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

A p<0.05 vs. TA y Vh (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de
Tukey)
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Efecto de la OS en los animales tratados con Vh o VE sobre la

respuesta ovulatoria y las funciones ovaricas.

El someter a una operacion simulada a los animales tratados con Vh o VE
en la edad infantil, no modificé el peso corporal de los animales al llegar a la

edad adulta (Vh-0S= 250.7+7.7; VE-OS=271.3+8.0, NS.).

Respuesta ovulatoria

En los animales inyectados con VE y sometidos a una operacién simulada la
tasa de animales ovulantes, fue menor en comparacidon con los animales

intactos o inyectados con Vh y sometidos a la misma cirugia (Gréfica 4).

La operacidon simulada en los animales tratados con el vehiculo no modificd
la cuota ovulatoria en los animales adultos, en comparacion con su grupo testigo
(Vh-OS= 10.9+1.3 vs. 0OS= 11.8+0.5 NS). En los animales inyectados con el VE y
sometidos a la operacion simulada sélo ovuld un animal y liberd un ovocito por

ovario.
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Grafica 4. Tasa de animales ovulantes de hembras intactas (TA), tratadas
a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y
sometidas a una operacion simulada (OS) a los 24 dias de edad y
autopsiadas a los 90 dias de edad.
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* p<0.05 vs. OS y Vh-OS (prueba de Ji?)

Pesos relativos de la masa ovarica, masa adrenal y utero

En comparacidon con el grupo con operacion simulada, los animales
tratados con Vh mas la operacién simulada resulté en un mayor peso de la masa
ovarica y de la masa adrenal. Mientras que en las hembras inyectadas con el VE y
sometidas a la operacion simulada disminuyé tanto la masa ovarica como el peso

del Utero, sin que se modificara el peso de la masa adrenal (Tabla 3).
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Tabla 3. Media + e.e.m del peso relativo (mg /100g de peso
corporal) de la masa ovarica (MO), tutero (U), y masa adrenal
(MA) de animales intactos, tratados a los 10 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE), sometidos a los 24 dias de edad a una
operacion simulada (OS) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Grupo MO U MA
oS 249 +1.2 176.2 + 8.2 20.1+0.7
Vh-0S 309+1.7 % 155.8 + 10.98 |[22.7+09 %

VE-0S 17.3+1.1¢° 134.4+7.6% |21.7+1.1

vp<0.05vs. la OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
° p<0.05 vs. Vh-OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Hormonas ovaricas

La concentracion sérica de progesterona fue menor en los animales
tratados con VE y sometidos a una OS, en comparacion con los animales sin

tratamiento o tratados con Vh y sometidos a la misma operacién (Grafica 5).
Los animales inyectados con Vh o VE y sometidos a la operacién simulada

mostraron una mayor concentracion sérica de estradiol, en comparacion con los

animales que sdélo se sometieron a la laparotomia (Grafica 5).
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Grafica 5. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona y
estradiol en animales intactos, inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad , sometidos a una operaciéon simulada
(OS) alos 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.

Progesterona

Estradiol

vp<0.05 vs. la OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey )
° p<0.05 vs. Vh-OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey
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Gonadotropinas

La operacion simulada en animales inyectados con Vh resultd en una
menor concentracién sérica de LH y una mayor de FSH en comparacién con su
grupo testigo. Al comparar los animales inyectados con VE y sometido a una
operacion simulada con el grupo con vehiculo se observd una mayor
concentracion de LH, mientras que la concentracidon sérica de FSH fue menor

(Gréfica 6).
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Grafica 6. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de LH y FSH en
animales intactos (TA), inyectados con vehiculo (Vh) 6 valerato de
estradiol (VE), sometido a una operacion simulada (OS) y autopsiados a
los 90 dias de edad.

¥ p<0.05 vs. su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba
de Tukey )
° p<0.05 vs. su grupo con Vh (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey

)
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Efecto de la seccidon del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho
(SNVD) o bilateral (SBNV) en un animal con SOPQ, sobre el ciclo
estral, el inicio de la pubertad, la respuesta ovulatoria y las funciones

ovaricas.

Ciclo estral

En la grafica 7 se representa el patrén del ciclo estral (dos semanas antes
del sacrificio) de los animales tratados con VE (A), o tratados con VE y sometidos
a la secciéon del nervio vago izquierdo (B), derecho (C) o bilateral (D).La
administracion de una dosis de VE resultd en un patrén de aciclicidad, mientras
qgue los animales vagotomizados presentaron variaciones en el ciclo estral, sin

que llegaran a ser completamente ciclicas.
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Grafica 7. Patron representativo del ciclo estral de animales tratados
con valerato de estradiol (VE) (A) a los 10 dias de edad y sometidos a una
secciéon del nervio vago izquierdo (SNVI) (B), derecho (SNVD) (C) o
bilateral (SBNV) (D) a los 24 dias de edad y sacrificados a los 90 dias de
edad.
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Inicio de la pubertad

En las hembras con SOPQ, la seccidén del nervio vago izquierdo resulté en
un menor peso corporal en la etapa adulta respecto al grupo vagotomizado (VE-

SNVI=235. 84£6.4 vs. SNVI= 263.8t4.9, p<0.05).

En los animales inyectados con el Vh la vagotomia unilateral no modificé el
peso corporal, el inicio de la pubertad ni la edad del primer estro vaginal. La
seccion de ambos nervios vago resultd en un adelanto de la pubertad, sin que se

modificara la edad del primer estro (Tabla 4).

Tabla 4. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal
(EAV) y primer estro vaginal (PEV) de animales intactos , tratados a los
10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos
a una seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho ( SNVD) o
bilateral (SBNV) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Grupo No. PC EAV PEV (Dias)®
SNVI 8 263.8%4.9 38.1+0.7 6+ 1.6
Vh-SNVI 16 253.616.6 38.8+0.6 3.5+0.8
SNVD 10 245.416.8 36+0.95 4.6 0.8
Vh-SNVD 14 261.517.1 34.5+1.2 4+1.2
SBNV 10 245.4+7.7 37.9%+0.5 3.3x0.
Vh-SBNV 11 232.5+8.5 35.4+0.7 v 3.6t 1.0

® Dias posteriores a la apertura vaginal
¥P<0.05 vs. su grupo solo con vagotomia (prueba de U de Mann-Whitney)
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Respuesta ovulatoria

En los animales tratados con el Vh, la seccién uni o bilateral de los nervio
vago no modifico el porcentaje de animales ovulantes. En las hembras con SOPQ,
la seccidn uni o bilateral del vago no modificé la tasa ovulatoria respecto al grupo

tratado sélo con el VE (Gréfica 8).

Grafica 8. Media + e.e.m de la tasa de animales ovulantes de
hembras intactas (TA), tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) y sometidas a una seccién del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral (SBNV) a los 24 dias vy
autopsiadas a los 90 dias de edad.
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° p<0.05 vs. su grupo con Vh + vagotomia (Prueba de Ji?)
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En las hembras inyectadas con el Vh la vagotomia unilateral no modificé la
cuota ovulatoria, mientras que con la secciéon bilateral fue mayor el nimero de
ovocitos liberados por ambos ovarios. En el grupo con el SOPQ y seccidn
unilateral del vago la cuota ovulatoria fue semejante al grupo vagotomizado
inyectado o no con el Vh, mientras que con la seccién de ambos vagos el numero

de ovocitos totales fue menor (Tabla 5).

Tabla 5. Media + e.e.m del namero de ovocitos liberados de
animales intactos (TA), tratados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) y sometidos a una seccién del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral (SBNV) a los 24 dias y
autopsiados a los 90 dias de edad.

Numero de ovocitos liberados por Total
Grupo .
ovario
Ol OD
Vh 5.9+0.6 6.56+0.96 11.76+1.0
VE (1) (8) (9)
SNVI 5.7+t1.4 6.0+1.1 10.3£1.0
Vh-SNVI 4.7+1.4 54+1.1 8%1.5
VE-SNVI 6.40+1.2 6+2.2 10.5+2.2
SNVD 5.9+1.0 4.5+0.7 8.9t1.4
Vh-SNVD 4.6x0.7 6.0£0.7 8.5t1.4
VE-SNVD 3.8+0.5 5.8+1.2 8.8+1.9
SBNV 5.3%0.8 6.0+0.8 10.4+0.8
Vh-SBNV 7.610.9 6.8+1.1 13.8£0.8
VE-SBNV 3.8+0.8° 4.3+1.2 7.0£1.0%°

El nimero que aparece en ( ) indica los ovocitos liberados por el ovario de un animal.

¥P<0.05 vs. su grupo solo con vagotomia (prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la

prueba de U de

Mann-Whitney)

© p<0.05 vs. su grupo con Vh +vagotomia (prueba de U de Mann-Whitney)
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En los animales con secciéon uni o bilateral del nervio vago que no

ovularon, se analizaron los cortes histolégicos en busca de cuerpos luteos. En los

cortes histoldgicos de los ovarios de los animales inyectados con VE se observo

presencia de quistes y ausencia de foliculos en desarrollo y de cuerpos luteos. En

los animales tratados con VE mas la seccidon uni o bilateral del nervio vago se

observé la presencia de cuerpos luteos y foliculos en desarrollo (Tabla 6)

Tabla 6. Media + e.e.m del nimero de cuerpos lateos, presencia o

ausencia de foliculos en desarrollo y de quistes

ovaricos, de animales

tratados a los 10 dias de edad con valerato de estradiol (VE) y sometidos a
una seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral
(SBNV) alos 24 dias y autopsiados a los 90 dias de edad.

Tratamiento Foliculos en desarrollo | Cuerpos Luteos Quistes
VE NO NO S
VE-SNVI SI 5.50+2.04 NO
VE-SNVD SI 8+3.06 NO
VE-SBNV SI 4.67+1.33 NO
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Pesos relativos de la masa ovarica, masa adrenal y utero

La masa ovarica de los animales inyectados con el Vh, sometidos a la

seccion del vago derecho o de ambos nervios fue mayor que en el grupo

vagotomizado. En las hembras con SOPQ, la seccién uni o bilateral del vago

resultd en un menor peso de la masa ovarica respecto al inyectado con Vh, pero

fue semejante al grupo que sélo fue inyectado con el VE (Tabla 7).

Tabla 7. Media + e.e.m del peso relativo (mg /100g de peso
corporal) de la masa ovarica (MO), tutero (U), y masa adrenal
(MA) de animales intactos, tratados a los 10 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE), sometidos a los 24 dias de edad a una
seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral
(SBNV) y sacrificados a los 90 dias de edad.

Grupo MO U MA
VE 22.94+1.74 154.81+5.99 23.82+1.15
SNVI 27.49+2.53 157.7916.56 22.21+1.33
Vh-SNVI 30.50+1.42 147.69+9.95 25.24+0.88
VE-SNVI 24.45+1.73° 160.7+8.92 23.75+0.68
SNVD 28.64+1.16 174.39+5.32 21.46+0.49
Vh-SNVD 31.67+t149 v 177.33+13.42 21.78+2.01
VE-SNVD 22.98+1.87°% 156.37+7.07 23.04+1.46
SBNV 25.78+0.93 165.6214.34 22.71+1.10
Vh-SBNV 32.89+1.84% 187.26+15.56 24.37+1.39
VE-SBNV 24.28+2.56° 151.90+7.19° 24.62+0.93

¥P<0.05 vs. su grupo solo con vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por la prueba

de Tukey )

° p<0.05 vs. su grupo con Vh +vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por la prueba

de Tukey

70



Resultados

Hormonas ovaricas

En comparaciéon con el grupo vagotomizado, la concentracion de
progesterona fue significativamente mayor en los animales inyectados con Vh y
sometidos la seccion del nervio vago derecho o de ambos vagos. En los animales
inyectados con VE, sometidos a una SNVD o SBNV la concentracion de la

hormona fue menor, respecto al grupo tratado con el vehiculo (Grafica 9).

En los animales inyectados con Vh y seccion del vago izquierdo se observd
una concentracion menor de estradiol respecto al grupo vagotomizado. La
seccidon derecha o de ambos vagos no la modificé (Grafica 9).

En las hembras con SOPQ vy seccidon del vago izquierdo o de ambos vagos la
concentracion de estradiol fue mayor en comparacion con el grupo inyectado
con el Vh o sélo vagotomizado. La mayor concentracidon de estradiol se observo

en el grupo con SOPQ y vagotomia bilateral (Grafica 9).
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Grafica 9. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, y
estradiol en animales intactos , inyectados con vehiculo (Vh) 6 valerato
de estradiol (VE)a los 10 dias de edad , sometidos a una seccion del nervio
vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral (SBNV) a los 24 dias de
edad y autopsiados a los 90 dias de edad.

Progesterona

B VAGOTOMIZADO
B Vh + VAGOTOMIA
B VE + VAGOTOMIA

Estradiol VAGOTOMIZADO
& Vh + VAGOTOMIA
& VE + VAGOTOMIA

é p<0.05 vs. VE (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¥P<0.05 vs. su grupo solo con vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por
la de Tukey)
° p<0.05 vs. su grupo con Vh+ vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por la
de Tukey)
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Gonadotropinas

La administracion de VE disminuyd la concentracién sérica de LH y FSH en
comparacion con el grupo inyectado con Vh. En los animales inyectados con Vh
mas vagotomia derecha o bilateral mostraron aumento en la concentracion de
LH en comparacién con los animales inyectados con Vh, efecto contrario se

observo en la concentracién de FSH (Gréfica 10).

En las ratas tratadas con Vh y sometidas a la vagotomia izquierda o bilateral
mostraron una menor concentracion sérica de LH en comparacion con los
animales s6lo vagotomizados. En las hembras con SOPQ y con vagotomia uni o
bilateral se observd una mayor concentraciéon de LH comparado con el grupo

con VE o Vh (Grafica 10).

En las hembras tratadas con Vh y vagotomizadas la concentracidn sérica de FSH
fue semejante a los animales denervados. Las ratas con SOPQ y sometidas a la
seccion uni o bilateral del vago mostraron una concentracién menor de la

hormona, comparadas con los grupos con Vh o sélo vagotomizadas (Grafica 10 ).
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Grafica 10. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de LH y FSH en
animales intactos, inyectados con vehiculo (Vh) 6 valerato de estradiol

(VE)a los 10 dias de edad , sometidos a una seccion del nervio vago

prueba de Tukey )
de Tukey )

° p<0.05 vs. su grupo con Vh + vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por la prueba

Mﬂw«wmwwwwwww«vwwwwww
%

& VAGOTOMIZADO
B Vh + VAGOTOMIA
B VE + VAGOTOMIA

e

B VAGOTOMIZADO
Vh + VAGOTOMIA
B VE + VAGOTOMIA

ias de edad.

¥P<0.05 vs. su grupo solo con vagotomia (prueba de ANDEVA seguida por la

izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral (SBNV) a los 24 dias de edad
é p<0.05vs. VE (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¢ p<0.05 vs. Vh (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

y autopsiados a los 9o d
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Histologia ovarica

El analisis histoldgico del ovario de los animales que fueron tratados con VE

reveld la presencia de quistes foliculares (Figura 13). En las microfotografias de

los animales con SOPQ y sometidos a la seccién uni o bilateral del nervio vago se

pudieron observar foliculos en diferentes estadios de desarrollo y cuerpos luteos

(Figura 13: B-F).

Figura 13 A. Microfotografia del ovario de
un animal inyectado con VE a los 10 dias y
autopsiado a los 90 dias de edad, donde
se observa la formacién de varios quistes
foliculares ().

Figura 13. B,C. Microfotografias del
ovario de un animal inyectado con VE a los
10 dias, sometido a una seccién del nervio
vago izquierdo (SNVI) y autopsiado a los
90 dias de edad, donde se observa la
presencia de un foliculo secundario(e), de
Graft (v) y un cuerpo lateo ( & ).
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Figura 13. F. Fotografia del ovario deun =
animal inyectado con VE a los 10 dias,
sometido a una seccibn bilateral del nervio
vago (SBNV) y autopsiado a los 9o dias

Resultados

Figura 13. D, E. Fotografias del ovario de
un animal inyectado con VE a los 10 dias,
sometido a una seccién del nervio vago
derecho (SNVD) y autopsiado a los 90 dias
de edad, donde se observa la presencia de
foliculos secundarios (¢) , de Graft (v) y

cuerpos lateos ().

de edad, donde se observa la presencia

varios cuerpos lateos ().
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DISCUSION

La administracién de una dosis de valerato de estradiol (VE) resulta en la
aparicion de quistes ovaricos, falta de ovulacion y la perdida del ciclo estral. La
seccion uni o bilateral del nervio vago resultd en la desaparicion de quistes
foliculares, un aumento en la concentracion de estradiol y LH. Los resultados del
presente estudio muestran que la informacion neural que transcurre por el
nervio vago modula de manera estimulante la persistencia del sindrome del
ovario poliquistico, ya que la seccién uni o bilateral del nervio restablece la

ovulacion.

La administracion de una dosis de VE en la etapa infantil resultd en
adelanto del inicio de la pubertad y ausencia de ovulacién, tal y como ya lo
habiamos mostrado (Rosas 2006). Estos resultados coinciden con lo reportado
por el grupo de Rosa-E-Silva (2003), quienes explican el adelanto de la pubertad
en respuesta a la alta concentracion de estrégenos presente en estos animales,
ya que es bien aceptado que la canalizacion de la vagina es el resultado de la
accion directa de los estrégenos sobre el tejido vaginal (Ojeda y col., 1990). Asi
mismo, en las ratas hembras prepuberes la administracion de un andrégeno
aromatizable, como la dehidroepiandrosterona (DHA), induce pubertad precoz.
Los autores sugieren que esto se debe a la accidon de los estrégenos en el epitelio
vaginal, ya que si después se le adiciona un anticuerpo al estradiol, o un inhibidor
de la 3B-hidroxiesteroidehidrogenasa, no se produce una pubertad precoz (Arata

y col., 1981).
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Se ha sugerido que el SOPQ no sdlo es el resultado de una alteracién
hormonal del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario, sino que la inervacidon extrinseca
de la gonada podria ser un elemento mas a considerar (Barria y col., 1993; Lara y
col., 2002; Morales y col., 2007; Rosa-E-Silva y col., 2003). En el sindrome se
produce una hiperactividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario, via el
nervio ovarico superior (NOS), en respuesta a un incremento en la concentracidon

del factor de crecimiento neural (Dissen y col., 2000; Lara y col., 2000).

En la rata prepuber o adulta, a las cuales se les induce el SOPQ por la
administracion de VE, la seccion bilateral del NOS restablece la ovulacion, el ciclo
estral y las concentraciones séricas de hormonas esteroides (Barria y col., 1993;
Linares 2006; Rosa-E-Silva y col., 2003). Sin embargo, en estudios previos de
nuestro laboratorio mostramos que con la seccidn unilateral del NOS, se
restablece el ciclo estral y la ovulacién solo por parte del ovario inervado. Estos
resultados nos permitieron plantear que la respuesta por parte de la génada
inervada, podria estar dada por una via de comunicacion diferente a la del NOS.
Dado que el nervio vago es una via de comunicacion entre el SNC y los ovarios
(Burden vy col., 1983; Gerendai y col., 2000, 2002), postulamos que la via podria

establecerse por este nervio.

En la rata hembra, el nervio vago participa en la regulacién del inicio de la
pubertad (Ojeda y col.,, 1983), la foliculogénesis (Burden y col. 1986a) la
ovulacién( Burden y col.,1986b; Cruzy col., 1986; Chavez y col., 1989; Nakamura
y col., 1992;Morales y col.,2004), el ciclo estral (Chavez y col., 1989), la
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hipertrofia compensadora (Burden y col., 1977; Morales y col., 2007), la prefnez
(Burdeny col.,1977, 1981), la secrecion de hormonas ovaricas (Ojeda y col.,1983;
Burden vy col.1977; Nakamura vy col.,,1992; Morales, 2004) y de las
gonadotropinas ( Burden y col., 1977,1986a ). Sin embargo, no se conoce su

participacion en el modelo del animal con SOPQ.

El estudio histoldgico de los ovarios de los animales no ovulantes con SOPQ
y seccidon uni o bilateral del vago, reveld la presencia de cuerpos luteos y de
foliculos en diferentes estadios de crecimiento. La informacién neural que
transcurre via el nervio vago modula de manera inhibitoria la ovulacion, y
ademas este efecto es simétrico para los ovarios. A diferencia de lo que pasa
cuando se realiza la seccidn del NOS, donde se presenta una respuesta asimétrica
y el restablecimiento de la ovulacién es sélo por parte del ovario inervado
(Linares, 2006). En nuestro modelo, la ovulacién podria explicarse por el
aumento en la concentracion sérica de LH, lo que nos permite indicar que en
SOPQ el nervio vago podria estar inhibiendo el pico de LH. Previamente se
reportd que en la rata sin el sindrome, el nervio vago participa en la regulacién
de la secrecién de LH (Leonard y col., 1984). Los resultados del presente estudio
proporcionan evidencias de que el SOPQ es un fendmeno multifactorial, donde
no soélo habria que considerar la inervacidén simpatica aportada por el NOS, si no

también la que aporta el nervio vago.

En la rata sin el SOPQ, la informacién vagal participa en la regulaciéon del

crecimiento folicular. Cruz y col. (1986), mostraron que la vagotomia bilateral
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seguida por la administraciéon secuencial de gonadotropinas resulta en un
numero mayor de foliculos grandes. El 85% de las fibras del nervio vago son de
naturaleza sensorial (Agostoni y col., 1957) y aun cuando no se conoce con
exactitud la ubicacidn de estas fibras dentro del ovario, el grupo de Calka (1988)
mostré por estudios de inmunohistoquimica que la inervacién sensorial se
encuentra presente en la periferia de los foliculos en crecimiento y a nivel del
tejido intersticial. Asi, nuestros resultados nos permiten postular que Ia
informaciéon neural que llega al ovario por el nervio vago, modula de manera
estimulante la formacién de los quistes ovaricos y el enlentecimiento del

crecimiento folicular.

Tanto en la mujer con SOPQ, como en los roedores a los que se les induce
experimentalmente tal sindrome, el ovario produce altas concentraciones de
ciertos esteroides. Por lo que en este sindrome, la falta de ovulacidon ha sido
explicada por el aumento en la concentracidon plasmatica de estradiol, el cual
ejerce un feed-back negativo sobre la secrecion de gonadotropinas (Barria y col.,

1993 Rosa-E-Silva y col., 2003; Rosas, 2006).

En el presente estudio, en los animales tratados con el VE y sometidos a
una seccion bilateral del vago, la concentracidon de estradiol fue mas alta en un
50 % respecto a un animal tratado con VE. A pesar del incremento en la
concentracion sérica de estradiol, en nuestros animales se observd la presencia
de cuerpos luteos, indicadores de que se produjo la ovulacién. Evidencias que

nos llevan a postular que la ovulacion no sélo depende de la concentracion de
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estradiol, sino también de la informacidon que llega al ovario via el nervio vago,
donde nuestros resultados indican que éste nervio modula de manera inhibitoria
la secrecidn de estradiol. Ojeda y col., (1983), mostraron que en la rata prepuber,
la vagotomia bilateral inhibe la secrecién de estradiol, y proponen que la falta de
inervacion vagal podria estar inhibiendo la accion de la aromatasa. En el animal
con SOPQ, la informacidon neural aportada por el nervio vago, podria estar

actuando de manera inhibitoria la accion de esta enzima.

La alta concentracion de estradiol en los animales con SOPQ, se traduce en
aciclicidad; condicidon que puede ser revertida con la seccion bilateral del NOS
(Barria y col. 1993; Linares, 2006). Los autores proponen que el restablecimiento
del ciclo estral se produce en respuesta a que se normaliza la concentraciéon de

estradiol.

En las hembras con SOPQ, la seccidn uni o bilateral del nervio vago en la
etapa infantil, no restablecio el patrén de ciclicidad, sin embargo, los animales ya
no presentaron periodos largos de estro. Al parecer, tanto en el animal con o sin
el sindrome la vagotomia interrumpe el ciclo estral (Chavez y col., 1989). Estos
resultados difieren a lo que se ha reportado cuando se realiza la seccidn bilateral
del NOS (Barria y col., 1983). Es posible que en el presente estudio no se haya
restablecido el ciclo estral por las altas concentraciones de estradiol y la
modificacidon en la secrecién de las gonadotropinas. Se ha indicado que los
estrogenos actuan en conjunto con las gonadotropinas en la regulaciéon del ciclo

estral. En la rata, el hdmster y la vaca el nUmero de receptores hipofisiarios a la
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GnRH es baja en el estro y en el metaestro, aumenta gradualmente en el diestro
y alcanzan las concentraciones mas altas en la tarde del proestro. Después de la
elevacion preovulatoria de la LH el nimero de receptores decrece (Prieto y

Veldzquez, 2002).

Baravalle y col., (2007) muestran que en el animal con SOPQ la
concentracion de LH es menor a la que se presenta en el dia del proestro. En
nuestros animales inyectados con VE, la disminucién en la concentracion de
gonadotropinas podria ser explicada por la accion de los estrogenos a nivel
central. Asi, la disminucion en la concentracidon sérica de FSH podria ser la
responsable del escaso desarrollo folicular que se observa en animal con SOPQ,

en tanto que la caida en la concentracion de LH explicaria la falta de ovulacidn.

Ya ha sido planteado que en el animal adulto el nervio vago modula de
manera estimulante la secrecidon de LH, ya que la vagotomia bilateral resulta en
una disminucién de esta gonadotropina (Leonard y col., 1984; Allen y col., 1985).
Esta respuesta se presenta también en el animal con ovariectomia unilateral.
Burden y col. (1977) utilizaron el modelo del animal hemicastrado y mostraron
qgue la seccién bilateral del nervio vago resulta en una disminuciéon en la
secrecion de LH y FSH. Estos resultados les permitieron postular que el nervio

vago modula de manera estimulante la secrecidon de gonadotropinas.
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En el modelo del animal con SOPQ, la informacién que transcurre por el
nervio vago modula de manera inhibitoria a dos niveles; en la hipdfisis sobre la
secrecion de LH y en el ovario en la respuesta del foliculo a la gonadotropina.
Esto explica por una parte el aumento de la LH en los animales vagotomizados y

por otra el que éstos hayan sido capaces de liberar el ovocito.

Estudios previos han mostrado que en respuesta a la administracion del VE
se produce un menor peso de los ovarios, que representa aproximadamente el
50% de la masa ovarica de un animal testigo (Farookhi, 1985). En los animales
tratados a los 10 dias de edad con VE y evaluados en la etapa adulta se observo
una menor masa ovarica, en comparacion con su grupo testigo. Esta disminucion
podria ser explicada por la ausencia de cuerpos luteos (evidenciada por la
ausencia de ovulacién) asi como por disminucidn del estroma ovarico y la
presencia de quistes foliculares, tal y como ya ha sido descrito (Barria y col.,
1993; Brawer y col., 1978). Dado que en estos animales se produce un menor
crecimiento folicular sugerimos que la disminucion en el peso de los ovarios se
debe a un decremento en la concentracién de gonadotropinas circulantes a
causa de la administracion del VE. La bibliografia disponible sefala que en
respuesta a la administracién del VE se produce un aumento en la concentracién
de estradiol, disminucion en la LH y puede o no modificarse la de FSH (Rosa-E-

Silva y col., 2003; Brawer y col., 1986).
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En los animales con SOPQ la operacidn simulada resultd en una
disminucién de la masa ovarica, aun mayor que la que se produce por la sola
administracion del VE (Brawer y col., 1986; Barria y col., 1993; Yen, 2001), un
aumento en la concentracion sérica de LH y disminucién de FSH ademas de que
estos animales no presentan ovulacion. La respuesta observada en los animales
con operacion simulada puede ser atribuida al estrés crénico a que fueron
sometidos los animales por la laparotomia. Se ha postulado que la respuesta de
las gonadotropinas al estrés es bifasica. El estrés agudo provoca un aumento en
la secrecidon de gonadotropinas, mientras que el estrés crénico prolongado
provoca el efecto inverso en la concentracién de dichas hormonas (Martin,
1993). Es importante sefialar que a pesar del incremento en la concentracidon de
LH, este estimulo no fue suficiente para reestablecer la capacidad ovulatoria en

un animal con SOPQ.

Son varios los componentes que influyen para determinar el peso del
ovario, tales como el estroma, el compartimiento folicular y el luteal, asi como la
cantidad de agua que presenta el 6rgano. Esto dificulta el poder atribuir el
aumento o disminucion del tejido a una sola de las variables. Tal es el caso del
presente estudio, en donde observamos que los animales tratados con VE no
cuentan con el compartimiento luteal, mientras que en las hembras con SOPQ y
vagotomizadas presentan cuerpos luteos, sin embargo el peso de los ovarios fue
similar entre estos dos grupos. Al momento no tenemos una explicacion a este

hecho.
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Existe controversia si el SOPQ resulta en una alteracion en la secreciéon de
progesterona. Para algunos autores no se modifica (Rosa-E-Silva y col., 2003;
Barria y col., 2003; Rosas, 2006) y para otros es mayor (Stener-Victorini y col.,
2005). En el presente estudio la administracion de VE en la etapa infantil, no
modificd la concentraciéon de progesterona cuando los animales llegaron a la
etapa adulta. Cuando ademas a los animales se les somete a una operacion
simulada, la concentracion de esta hormona disminuye, lo cual atribuimos al
efecto de manipular alguna via neural al momento de realizar la incision de piel y
musculo. Barco y colaboradores (2003) plantean que existe una via nerviosa
entre el peritoneo y las adrenales, esta posibilidad podria ayudarnos a explicar la

disminucidn en la concentraciéon de progesterona.

Rabin y col. (1990), sefialan que en respuesta al estrés se produce la
activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal, lo que se vincula con la supresion
del eje reproductivo. El estrés se traduce en un aumento en la concentracion de
glucocorticoides, los cuales suprimen la liberaciéon de GnRH y de gonadotropinas
e inhiben la liberacion de estradiol y testosterona por el ovario. En el presente
trabajo no se descarta la posibilidad de que en los animales con SOPQ vy
sometidos a una operacién simulada, los glucocorticoides también afecten de

manera inhibitoria la secrecién de progesterona.

El utero es un tejido blanco de la accion de los estrogenos (Rabin y col.,

1990), este d6rgano presenta receptores del tipo o« y B los cuales varian en

funcién del estado fisiolégico del animal (Chavez-Genaro y col., 2002). La
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inyeccion de estradiol aumenta el peso del Utero de manera dosis-dependiente.
Sin embargo, en nuestros animales la administracion de VE, un estrogeno de
larga duraciéon (Williams y col., 1996), no modificé el peso del uUtero. Es posible
que esto se deba a que la evaluacion la realizamos hasta la etapa adulta, cuando
ya han transcurrido poco mas de 80 dias de haber administrado el farmaco.
Cuando a los animales tratados con el VE ademas se les practica una operacion
simulada, el peso del o6rgano disminuyd, aun cuando la concentracion de
estradiol fue alta. Esto podria indicar que en el animal con SOPQ y laparotomia
disminuyd la sensibilidad del Utero a los estrégenos. No podemos descartar el
efecto del estrés, Rabin y col (1990) mostraron que los glucocorticoides inhiben
el crecimiento uterino estimulado por la administraciéon de estradiol. Ellos
administraron dexametasona y estradiol durante 5 dias, y observaron que la sola
administracion de estrégenos producia un aumento significativo sobre el peso
del utero, efecto que era inhibido por la administracion de dexametasona

(agonista del cortisol).

Tomados en conjunto, los resultados del presente estudio permiten sugerir

qgue la informacidon neural que llega por el nervio vago, es uno mas de los

componentes neurales que participan en el desarrollo del SOPQ.
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Esquema 1 Modelo

RESPUESTA DEL OVARIO A LA ADMINISTRACION DEL
VALERATO DE ESTRADIOL
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En los ovarios de un animal con SOPQ se pueden observar la
presencia de quistes ovaricos y ausencia de cuerpos luteos, asi como

concentraciones anormales de hormonas ovaricas y gonadotropinas (Esquema

1),
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En el esquema 2 y 3 se muestra las dos ramas que conforman el nervio
vago. El tronco izquierdo se ramifica y proyecta sus fibras hacia el tronco
derecho, mientras que las fibras del tronco derecho son ipsilaterales. Las
secciones del nervio vago se practicaron a nivel subdiafragmatico, este punto es

representado por unas  3<

Las ramas del nervio vago salen del ganglio nodoso y se dirigen al ovario.
En el animal con SOPQ, inducido por la administracion de VE, la seccién uni o
bilateral del nervio vago facilita la ovulacion, aun cuando las concentraciones de

hormonas esteroides son similares al animal sin denervacion (Esquema 2y 3).
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POSIBLE PARTICIPACION DEL NERVIO VAGO EN EL SOPQ
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Esquema 2
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CONCLUSIONES

En la rata la inervacidn parasimpdtica, aportada por el nervio vago,

estimula la persistencia del SOPQ.

En un animal con o sin el SOPQ, la informacion aportada por el nervio vago

modaula la secrecion de las gonadotropinas.

La seccion uni o bilateral del vago es capaz de reestablecer la capacidad

ovulatoria en un animal con SOPQ.

En la hembra con SOPQ la informacidon del nervio vago inhibe el desarrollo

de los foliculos primordiales.

En un animal con SOPQ, el nervio vago inhibe la secrecion de estradiol, y

no modifica la de progesterona.
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