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RESUMEN

La etiologia del sindrome del ovario Poliquistico (SOPQ) se ha asociado con
desordenes en el eje hipotalamo-hipofisiario. En las ultimas décadas, se ha
demostrado que en el desarrollo del sindrome también participa la inervacion
simpdtica. La administracion de valerato de estradiol (VE) en ratas prepuberes o
adultas incrementa la actividad de las fibras catecolaminérgicas, que viajan por el
nervio ovarico superior (NOS). La seccion bilateral del NOS restablece la funcion
ovarica, mientras que la seccidon unilateral restaura la ovulacion solo por el ovario
inervado. Estos resultados nos permiten sugerir la existencia de otra via neural

involucrada en la regulacion de las funciones ovaricas y en la persistencia del

SOPQ.

Con el fin de analizar el papel del NOS y de la inervacion vagal en el desarrollo del
SOPQ), en el presente estudio se utiliz6 como modelo al animal con SOPQ
inducido por la inyeccion de VE a ratas de 10 dias de edad. Ratas hembras de la
cepa CII-ZV, no inyectadas o inyectadas intraperitoneal con 2 mg de VE disuelto en
0.1 ml de aceite de maiz o con vehiculo fueron sometidas 14 dias después de la
inyeccion bajo anestesia con éter a la laparotomia ventral o a la seccion unilateral
del NOS o del nervio vago (NV). En otro grupo de animales la seccion unilateral
del NOS fue seguida de la seccién ipsilateral o contralateral del NV. Un grupo de
animales testigo absoluto fue también incluido. Todos los animales fueron
sacrificados por decapitacién a los 90-92 dias de edad en el dia del estro vaginal. El
ciclo estral, la tasa de ovulacion, la concentracion sérica de progesterona,

testosterona, estradiol, LH, FSH y Noradrenalina (NA) ovarica fueron evaluados.

En las ratas inyectadas con VE y sometidas a la seccion del NOS izquierdo con o sin
seccion del NV izquierdo, la alteracion de ciclo estral provocado por la

administracion con VE, fue restaurado.

w
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En ratas tratadas con VE, la seccion unilateral del NOS restablecié la ovulacién por
el ovario inervado, mientras que en el grupo con seccion unilateral del NV la
ovulacion se restablecio en ambos ovarios. La ovulacion bilateral también ocurrié
en ratas con VE y sometidas a la seccion unilateral del NOS seguida de la seccion

ipsilateral o contralateral del NV.

En animales tratados con VE+SNOD+SNVI o VE+SNOD+SNVD la concentracion
de progesterona, testosterona y estradiol fue menor que en el grupo inyectado con
Vh y sometido a las mismas cirugias. En las hembras con VE+SNOI+SNVI la

concentracion de testosterona fue menor.

En el grupo con VE+SNOI+SNVI la concentracién de LH fue mayor, respecto al

grupo sin inyeccion y sometido a las mismas cirugias, mientras que en el grupo

tratado con VE+SNOI+SNVD la concentracion de FSH fue menor.

En los animales con VE+SNOD la concentracién de NA ovérica fue depletada en el
ovario derecho. Las ratas con VE y sometidas a la seccion unilateral del NOS mas
seccion ipsi o contralateral del NV mostraron una menor concentracién de NA en

el ovario carente de inervacidn simpatica, en comparacion al ovario inervado.

Los presentes resultados muestran que la seccién unilateral del NV (con o sin
seccion unilateral del NOS) restablece las funciones ovaricas en ambos ovarios,
mientras que la seccion unilateral del NOS las restaura solo en la gonada inervada.
Estos resultados apoyan la hipotesis de que no solo la inervacion ovérica aportada
por el NOS participa en la regulacion de las funciones ovaricas en ratas con SOPQ

inducido por la inyeccion con VE.
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ABSTRACT

The polycystic ovary syndrome (PCOS) etiology has been associated with
disorders at the hypothalamic-pituitary level. In the last decades, it has been shown
that the development of the syndrome also involves the sympathetic ovarian
innervation. The administration of estradiol valerate (EV) to prepubertal or adult
rats increases the activity of catecholaminergic fibers traveling through the superior
ovarian nerve (SON). Bilateral section of the SON restores ovarian function,
whereas unilateral section restores ovulation only by the innervated ovary. These
results allow us to suggest the existence of another neural pathway involved in

regulation of ovarian functions and the persistence of PCOS.

To analyze the role of the SON and vagal innervations in the development of the
PCOS, in present study we used as a model of PCOS induced by EV injection to 10
days old rats. Un-injected female rats or rats injected intraperineally with 2 mg of
EV in 0.1 ml or with the vehicle, of the CII-ZV strain, 14 days later, were submitted
under ether anesthesia, a ventral laparotomy or to unilateral section of the SON or
the vagus nerve (VN). In other animals groups the unilateral section of the SON
was immediately followed by an ipsilateral or contralateral section of the VN. Un
untouched control group was also included. All animals were sacrificed by
decapitation at 90-92 days of age, on the day of vaginal estrus. Estrous cycle,
ovulation rate, progesterone, testosterone, estradiol, LH and FSH serum levels, and

norepinephrine (NE) concentrations in the ovaries were evaluated.

In rats injected with EV submitted to the section of the left SON with or without
the section of the left VN, the estrous cycle eliminated by the EV treatment, was

restored.

DPtw Lvores Coiis v



In EV-treated rats, unilateral section of the SON restored ovulation by the
innervated ovary, while the group with unilateral section of the VN ovulation
occurred in both ovaries. Bilateral ovulation also occurred in rats injected with EV
submitted to unilateral section of the SON followed by the ipsilateral or

contralateral section of the VN.

In animals treated with EV+SOND+SVNI or EV+SOND+SVND the
concentrations of progesterone, testosterone or estradiol were lower than in
injected with vehicle group submitted to the same surgeries. In females with
EV+SONI+SVNI testosterone concentration was lower, than in rats injected with

vehicle submitted to the same surgery.

In the group with EV+SONI+SVNI, LH concentration was higher than the group

without injection, submitted to the same surgery, while in the group treated with

EV+SONI+SVND, FSH was lower.

In animals with EV+SOND the NE was depleted in the right ovary. EV-treated rats
subjected to unilateral section of the SON and ipsilateral or contralateral section of
the VN showed a lower concentration of NE in the ovary devoid of sympathetic

innervation, compared to the innervated ovary.

Present results show that unilateral section of VN (with or without unilateral
section of the SON) restores ovarian functions in both ovaries, while unilateral
section of the SON restores them only by the innervated gonad. These results
support our hypothesis that not only the SON ovarian innervations participate in

the regulation of ovarian functions in rats with PCOS induced by VE injection.

Vil
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INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ)), es considerado como la causa mas
comun de infertilidad, que afecta a mujeres en edad reproductiva. Antes de la
década de los noventas diversos autores habian descrito que esta patologia podria
ser el resultado de la alteracion en el eje hipotalamo-hipofisis-gdnada, que se traduce

en desordenes enddcrinos y metabolicos que culminan con la infertilidad (Schulster

y col., 1984; Brawer y col., 1986).

La fisiopatologia del sindrome se ha asociado con una mayor actividad de la
fibras simpaticas que llegan al ovario por medio del nervio ovarico superior (NOS),
ya que en la rata la seccion bilateral del nervio, revierte las caracteristicas del SOPQ,
como son: falta de ovulacion, aciclicidad, alteracion en el patron de secrecion de

gonadotropinas, altas concentraciones de andrégenos, estradiol y formacion de

quistes foliculares (Barria y col., 1993; Lara y col., 2000; Rosa-E-Silva., 2003 ).

A diferencia de lo observado con la seccion bilateral del NOS, la secciéon
unilateral solo restablece la ovulacién en la génada inervada. Estos resultados nos
permiten sugerir la existencia de una comunicacion entre los ovarios que pudiera
regular la persistencia del SOPQ), via que podria estar dada por el nervio vago, ya
que este nervio establece una comunicacion neural entre el ovario y el sistema
nervioso central. Por lo que en el presente estudio se analizd la participacion

conjunta de la informacion simpatica y parasimpatica en el desarrollo del SOPQ).
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MARCO TEORICO

< Etapas del Desarrollo Postnatal

Ojeda y colaboradores (1980), mencionan que “la rata nace en un estado de
inmadurez equivalente a los 150 dias de gestacion en el humano”. En este
momento, tanto en la rata como en el humano se presenta la diferenciacion sexual
del encéfalo como resultado de la presencia o ausencia de testosterona secretada por

los testiculos (Dorner, 1980).

En la rata hembra, el evento de la apertura vaginal se presenta en un lapso de
35 a 40 dias aproximadamente a partir del nacimiento. Este evento es considerado
como el unico indicio externo de que el animal ha alcanzado la madurez
reproductiva. La canalizacion de la vagina generalmente es precedida por el
incremento brusco de la secrecién de gonadotropinas, conocido como “pico

preovulatorio” (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En la rata, el desarrollo de los mecanismos neuroendécrinos que regulan el
inicio de la pubertad se producen en un lapso de cinco semanas; durante este

tiempo el animal presenta un incremento en peso vy talla.

Con base en parametros fisioldgicos y morfolégicos que ocurren en el eje
hipotdlamo-hipofisis-gobnada la etapa entre el nacimiento y la pubertad se ha

clasificado en cuatro (Ojeda y col., 1980).

Por Lvras Coidir :



Etapa Neonatal: Transcurre desde el nacimiento hasta el dia siete de vida. El
control del desarrollo folicular por gonadotropinas se inicia a partir del dia quinto
de vida, momento en el cual las células de la granulosa del foliculo ya presentan
receptores a la hormona foliculo estimulante (FSH). La unién de la FSH a su
receptor estimula la sintesis de la aromatasa, enzima que cataliza la conversion de la
testosterona a estrogenos. Sin embargo, la mayor parte de los estrogenos circulantes
se encuentran unidos a la a-fetoproteina, la cual torna a los estrogenos inactivos,
por lo tanto aun no se puede establecer el mecanismo de retroalimentacion

inhibitorio en el eje hipotdlamo- hipofisis (Raynau, 1973; Lamprecht y col., 1976).

Etapa Infantil: Se inicia desde el dia ocho de vida y culmina el dia 21. Durante esta
etapa se observan altas concentraciones plasmaticas de FSH, que favorecen el
reclutamiento y crecimiento de los foliculos, algunos de los cuales llegaran a ovular
cuando el animal inicie la pubertad. Se presentan incrementos bruscos de la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) (Dohler y Whuttke, 1974), que en el dia
15 de vida desaparecen y la concentracion de FSH disminuye. Aumenta la
concentracién de estrogenos libres en respuesta a la disminucion de la a-feto
proteina, lo que permite el establecimiento del papel inhibitorio del estradiol sobre

la secrecién de las gonadotropinas (Becu-Villalobos y Lacau- Mengido, 1990).
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En nuestra cepa de ratas (CII-ZV), a los10 dias de edad el ovario presenta un
gran numero de foliculos, que disminuyen al final de la etapa infantil. La
concentracion de LH incrementa bruscamente entre los 14 y 16 dias de edad y
tiende a disminuir en las etapas subsecuentes. La concentracién de progesterona no
se modifica durante esta etapa, mientras que la de estradiol aumenta conforme el
animal crece. En el hipotalamo anterior y medio la concentracién de noradrenalina
(NA) aumenta al final de la etapa infantil, entre los 16 y 18 dias de edad, mientras

que no se observan modificaciones en el hipotalamo posterior (Castro, 1999).

Etapa Juvenil: Se inicia en el dia 22 y termina alrededor del dia 32 de vida; en ésta
fase la secrecion de la LH se presenta de manera pulsatil, inicialmente la
concentracion de la hormona es baja y tiende a incrementar conforme madura el
animal (Andrews y Ojeda, 1981). En el ovario aumenta la esteroidogénesis, por la

influencia de la LH y del incremento en la cantidad de receptores a esta hormona

(Smith-White y Ojeda, 1981).

Etapa Peripuberal: Inicia en el dia 33 de vida y su duracion esta determinada por el
momento en el que se presenta la apertura vaginal, por lo que su duracion es
variable. En esta etapa se establece el patron circadiano de secrecion de la LH. En el
ovario el namero de receptores a la FSH y LH es maximo, lo que se traduce en una
mayor respuesta esteroidogénica. Las concentraciones de estrégenos, progesterona y
testosterona incrementan significativamente en relacién a la etapa juvenil (Ojeda y

Utrbanski, 1994). Las gonadotropinas al actuar en el ovario estimulan el crecimiento
y la maduracion del foliculo preovulatorio, éste responde a la liberacion brusca de la

LH y el evento culmina con la primera ovulacién (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,

1990).
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» Pubertad en la Rata

La pubertad es la etapa de transicion a la vida adulta. En la rata hembra se
inicia con la liberacion de gametos capaces de ser fecundados y con esto se da inicio
a la vida reproductiva. En muchas especies, las manifestaciones externas de que el
animal lleg6 a la pubertad incluyen cambios graduales en el comportamiento y
aumento en la talla y peso corporal. Por ejemplo, en las hembras de los primates
esta manifestacion es la primera menstruacién. En el caso de los roedores, es la

apertura vaginal el tnico signo externo (Foster y Ebling, 1999).

Los cambios observados en esta etapa de transicion se deben basicamente al
incremento en la produccién de hormonas sexuales por parte de las génadas, ya sea
ovarios o testiculos. Cabe destacar que dicho proceso se encuentra regulado por el
eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Una de las neurohormonas que secreta el
hipotdlamo es la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la cual es
vertida al sistema porta hipotalamico-hipofisiario, llega a la adenohipofisis y
favorece la secrecion de LH y FSH, las cuales actian sobre el ovario y regulan el

desarrollo, el crecimiento folicular y la esteroidogénesis (Foster y Ebling, 1999).
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% Estructura y Funcion del Ovario

En la mayoria de los vertebrados se desarrollan ambos ovarios, sin embargo
existen especies como las aves, reptiles y algunos mamiferos que solo desarrollan
una génada (Yao y Bahr, 1999). Los ovarios se ubican en relacion con la pared
lateral de la pelvis, a cada lado del utero, y estin suspendidos por un pliegue del

peritoneo y por el ligamento suspensorio (Bergman y col., 1998).

El ovario cumple basicamente con dos procesos fisiologicos: el desarrollo
folicular que culmina con la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides, entre

los que se encuentran la progesterona, andrdgenos y estrogenos (Barria y col.,

1993).

A partir de la década de los setentas un gran nimero de evidencias han
mostrado que aunado al control hormonal, las funciones gonadales son reguladas
por la informacién neural que llega a los ovarios, por medio del sistema nervioso
simpatico (Aguado y col., 1982; Lara y col.,, 1990c), parasimpdtico y sensorial

(Burden y Lawrence 1977; Burden, 1978; Klein y Burden, 1988).

Los ovarios son uno de los 6rganos mas vascularizados, la sangre llega a ellos

por la arteria ovarica a lo largo del mesovario (Yao y Bahr, 1999).
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Aunque el tamano de los ovarios varia entre las distintas especies de
mamiferos su estructura es similar. De tal forma que en el ovario se distinguen tres

zonas fundamentales (Figura 1):

1. Médula: esta zona se localiza en el interior del ovario y contiene tejido

conjuntivo laxo, vasos linfaticos, fibras nerviosas; asi como abundantes vasos

sanguineos (Yao y Bahr, 1999; Ross y col., 2005).

2. Corteza: Se localiza en la periferia del ovario, por lo tanto se encuentra
revestida por el epitelio germinal (Berne y Levy, 2001). En esta zona se
encuentran numerosos foliculos embebidos en el estroma. El estroma se
compone de tres diferentes tipos de células, las células del tejido conjuntivo,
llamadas fibroblastos que realizan funciones de soporte; células del musculo
liso, las cuales regulan la contracciéon de los vasos sanguineos y células

intersticiales, cuya funcion es secretar andrégenos (Yao y Bahr, 1999).

3. Hilium: es la zona por donde penetran al ovario tanto fibras nerviosas como

vasos linfaticos, la arteria y la vena ovarica (Ross y col., 2005).

DBtr Lres Colti ‘



Foliculos en

crecimiento
7 Vasos sanguineos e

inervacion
Pep\\ Foliculo de Graff

Glandula
intersticial

Epitelio Ovulacion

germinal

Figura 1. Esquema en el que se muestran los diferentes compartimientos ovaricos, donde
principalmente la glandula intersticial secreta androgenos, el cuerpo liteo progesteronay los
foliculos estradiol (Modificado de Ross y col., 2005).

¢ Desarrollo Folicular

La unidad fundamental del ovario es el foliculo, el cual esta formado por un
ovocito primario, una membrana basal que aisla a las células de la granulosa del
resto de los componentes del ovario y las células de la teca; estas ultimas conforman
la teca interna. Ademas de las células de la granulosa y las de la teca interna, el
foliculo se encuentra rodeado por células de tejido conectivo y fibras musculares

lisas que reciben el nombre de teca externa (Rivhards, 1978; Berne y Levy 2001).
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En el foliculo se mantiene, se nutre y madura al ovocito, y lo libera en el
momento de la ovulacion. En caso de embarazo, el cuerpo luteo proporciona sostén

hormonal al feto hasta que la placenta asume esta funcion (Berne y Levy, 2001).

En la mujer el proceso de foliculogénesis se produce en la etapa fetal. Se sabe
que las ovogonias se forman a partir de células germinales primordiales que emigran
a la cresta gonadal. En el ovario en desarrollo, las ovogonias a partir de la octava a la
novena semana y hasta 6 meses después del nacimiento, entran en la profase I de la

meiosis para convertirse en ovocitos primarios u ovocitos I (Berne y Levy 2001).

A diferencia de lo que ocurre en la mujer, en la rata el proceso de
foliculogénesis 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 formarse
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 las gonadotropinas.

A partir de la década de los noventas se mostrd que el ovario fetal de la rata
presenta fibras de naturaleza noradrenérgica, las cuales podrian estar participando
en la regulacion del desarrollo de los foliculos (Malamed y col., 1992). En la rata

neonata la eliminacion de esta informacion neural resulta en disminucion de la

poblacién folicular (Lara y col., 1990b).
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El grupo de Bergman (1998) describe el desarrollo de los foliculos en las

siguientes etapas (Figura 2):

Foliculo Primordial: Este tipo de foliculos presentan un ovocito primario
(detenido en la etapa de profase de la meiosis I) de 20 a 30 um de didmetro con un
nucleo vesicular grande, el cual esta rodeado por una sola capa de células foliculares
planas derivadas del epitelio germinal embrionario (Bergman y col., 1998). Estos
foliculos se encuentran principalmente en la corteza externa por debajo de la

capsula fibrosa del ovario (Goldfien y Monroe, 1998).

Foliculo Primario: el cambio morfolégico indicador de que el foliculo
primordial ha salido de la poblacion de los foliculos en reposo y que su crecimiento
ha sido reactivado, es el aumento en el tamafio del ovocito primario, que en
promedio mide de 100 a 150 pm, lo que es seguido por la formacién de la llamada
membrana peltcida (limina homogénea acidofila y retractil), que se ubica entre el
ovocito y las células foliculares contiguas. Mediante la rapida proliferacion mitotica,
la capa simple de células foliculares da origen al epitelio estratificado, que es la capa

granulosa, que rodea al ovocito (Goldfien y Monroe, 1998; Van Voorhis, 1999).

Foliculo Secundario: la proliferacion de la capa de células de la granulosa
resulta en el aumento del diametro del foliculo, cuyo valor promedio es de 260 pm.
Cuando la capa de células de la granulosa alcanza un espesor de 6 a 12 estratos
celulares, aparecen espacios entre las células de la granulosa, llenas de liquido

folicular, llamadas cuerpos de Call-Exner. A medida que el liquido folicular (que
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contiene 4cido hialuronico, LH, FSH, progesterona y estradiol entre otros) continua
acumulandose entre las células de la granulosa, los espacios se unen y constituyen
un espacio unico llamado antro folicular (Roos y col., 2005). Algunos autores
definen a estos foliculos como foliculos antrales. Al continuar el crecimiento del
foliculo, células mesenquimatosas, se alinean de manera concéntrica por fuera de la

membrana basal y forman la capa de células de la teca, que se diferencia en interna

y externa (Goldfien y Monroe, 1998; Geneser, 2000; Guyton y Hall, 2001).

Foliculo Preovulatorio o de Graaf: En la mujer, un foliculo primario tarda
aproximadamente de 10 a 14 dias para alcanzar su madurez. En la rata el foliculo a
ovular requiere de tres ciclos estrales como minimo para alcanzar el estado
preovulatorio (Dominguez y col., 1991). El foliculo preovulatorio aumenta de
tamafo considerablemente debido a la acumulacién rapida de liquido folicular y
alcanza un diametro mayor a 500 um. En este momento el foliculo esta listo para la
ovulacién. Poco antes de la ovulacion el ovocito primario comienza a moverse en el

liquido folicular y mds adelante se rompe el foliculo y el ovocito abandona la

cavidad folicular (Geneser, 2000; Guyton y Hall, 2001).
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Figura 2. Esquema en el que se muestran los diferentes estadios
de un foliculo ovarico (Modificado de Ross y col., 2005).

Al finalizar la fase folicular del ciclo ovarico, se da inicio a la fase luteinica, las
células de la granulosa y tecales del foliculo roto cambian y se luteinizan, dando
lugar a la formacion del cuerpo luteo, el cual produce progesterona y estrogenos. El
numero de cuerpos luteos presentes en el ovario depende del namero de 6vulos
liberados y varia segiin la especie (Sanchez, 1999). Si el 6vulo liberado no es
fecundado, en el cuerpo luteo disminuye la produccién de progesterona vy

estrogenos lo que ocasiona que en los primates se produzca la menstruacion (Ross y

Vande-Wiele, 1981; Freeman, 1994; Geneser, 2000).
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s Ovulacién

La ovulacién es un proceso mediante el cual el foliculo preovulatorio se
rompe y libera al ovocito secundario, detenido en metafase II, (Bergman vy col.,
1998; Gartner y Hiatt, 2008). El ovocito atraviesa toda la pared folicular y el epitelio
superficial del ovario. Para que se produzca tal evento son necesarios varios cambios
en la pared del foliculo, mediados por cambios hormonales y enzimdticos

(Dominguez y col., 1991).

La ovulacion depende de una serie de eventos endocrinos llevados a cabo en el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. A la mitad del ciclo ovérico, la concentracién de
estrogenos incrementa notablemente y ello contribuye a que se presente el “pico”
de LH y de FSH en menor magnitud. Este es el gatillo que provoca que el foliculo

preovulatorio ovule (Yen, 1991).

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 liberacion
preovulatoria de gonadotropinas, la cual se produce en la noche del proestro. El
“pico” de LH favorece la reactivacion de la meiosis, el ovocito primario del foliculo
preovulatorio termina su primera division meiotica y es considerado como ovocito
secundario que pasa a la segunda divisién meidtica y se detiene en metafase. Por
otro lado, la LH estimula la sintesis de la enzima prostaglandina endoperoxido
sintasa, que es clave en el proceso inflamatorio que antecede a la ovulacion. Esta

enzima estimula la produccién de factores inflamatorios como prostaglandinas,

13
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leucotrienos y tromboxanos. Por su parte, la FSH estimula la produccion de
glucosaminoglicanos que dispersan el cumulos oofurus. También induce la

produccion de enzimas proteoliticas que catalizan la degradacion final de la pared

folicular (Berve y Levy, 2006).

Justo antes de la ovulacién, la superficie del ovario donde el foliculo
preovulatorio presiona contra la tunica albuginea, pierde su aporte sanguineo. Esta
regién avascular se conoce como estigma. El tejido conjuntivo del estigma degenera,
al igual que la pared del foliculo preovulatorio que estd en contacto con éste, y se
forma una apertura entre la cavidad peritoneal y el antro del foliculo preovulatorio,

que es por donde el ovocito secundario es liberado (Gartner y Hiatt, 2008).

Si el ovocito es fecundado, la hipofisis secreta altas concentraciones de LH
que permiten la permanencia del cuerpo luteo durante la gestacién (que dura de 20

a 22 dias). Finalmente el cuerpo lateo experimenta regresion o lutedlisis (Freeman,

1994).

14
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% Atresia

La atresia es un mecanismo de degeneracion que presentan la mayoria de los
foliculos antes de la ovulacion (Hsueh y col., 1994; Geneser, 2000). Este proceso se

da de manera continua, se presenta desde antes de la pubertad y se acelera antes de

la menopausia (Hsueh y col., 1994; Kapia y Hsueh, 1997; Oliver y col., 1999).

Algunas de las alteraciones que caracterizan el proceso de atresia son la
pérdida de los receptores a la FSH en las células de la granulosa y degeneracion

subsecuente de estas ultimas (Speroff, 1983).

Aun no se han identificado las principales causas que inducen la atresia
folicular, Hsueh y colaboradores (1994) sugieren que los factores que determinan
este proceso son: deficiencias inherentes al ovocito (rompimiento de la vesicula
germinal y alteracion de la zona pelucida) o a las células de la granulosa
(disminucion en la sintesis de estrégenos, incremento en la produccion de
progesterona y disminucion en el numero de receptores a gonadotropinas);
exposicion de los foliculos a factores inductores de la atresia (atretogénicos), entre
los que se encuentran los andrégenos, GnRH-like, interleucina-6 (II-6) y el factor de

necrosis tumoral oo (TNF-a) (Kapia y Hsueh, 1997).

También existen factores que rescatan a los foliculos de la atresia, entre los
mds conocidos se encuentran las gonadotropinas, los estrogenos, el factor de
crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento neural (NGF), el factor de

crecimiento semejante a la insulina (IGF-]), y el factor de crecimiento fibroblasto

basico (bFGF) (Braw y Tsafriri, 1980; Gougeon, 1986).
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Con base en criterios morfoldgicos y fisiologicos el proceso de atresia

folicular se ha clasificado en tres etapas (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh vy col.,
1994).

3 Etapa I: el foliculo se caracteriza por presentar un 10% o menos de células
de la granulosa con picnosis nuclear. Disminuye la tasa de proliferacion

celular.

3 Etapa II: el foliculo presenta entre el 10 y el 30 % de células de la granulosa
con el nucleo picndtico, algunas células se encuentran libres en el antro
folicular, (descamacion). Debido a que la membrana basal pierde su
integridad la capa de células de la granulosa es invadida por linfocitos T
citotoxicos. En este estado los foliculos no pueden recuperarse de la atresia y

degeneran.

3 Etapa III: se caracteriza porque en las células de la granulosa se detiene la
mitosis e incrementa la muerte de estas células. Las células de la teca se

hipertrofian y hay separacion y fragmentacion de la membrana basal.

Los foliculos atrésicos secretan una gran cantidad de androstenediona vy

dimunuye la actividad de las aromatasas, por lo que la sintesis de estradiol es menor

(Hsueh y col., 1994; Van Voorhis, 1999).
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% Esteroidogénesis

La regulacion de la secrecion hormonal se lleva a cabo mediante circuitos de
retroalimentacion denominados feed-back. Debido a que cada circuito funciona
conectado a otro(s), los mecanismos de regulacion conforman un sistema en el que
cada hormona se encuentra en relacion de interdependencia con los demas

componentes de cada sistema (Tresguerres, 1999).

El ovario produce hormonas, algunas de las cuales son derivadas del colesterol
como son: los estrogenos, la progesterona y los andrégenos, mientras que otras son
de naturaleza peptidica, entre las que se encuentran la relaxina, la activina y la

inhibina (Dominguez y col., 1991).

El colesterol es el precursor inicial en la sintesis de las hormonas esteroides.
Las células con funcion esteroidogénica pueden obtener el colesterol

principalmente de tres formas:

1. Incorporandolo de la sangre a partir de lipoproteinas circulantes.
2. Utilizando el colesterol almacenado bajo formas de esteres en las gotitas de
lipidos.

3. Sintetizandolo de “novo” a partir de acetato (Tresguerres, 1999).

17
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Aunque cada tipo celular puede usar en forma preferencial una de las fuentes
de colesterol antes mencionadas, por lo general las células esteroidogénicas del

ovario lo obtienen de las lipoproteinas circulantes (Berne y Levy, 2001).

El primer paso en 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 (Yen, 2001b; Diaz, 2004).

Una vez sintetizada la pregnenolona, ésta puede tomar dos rutas, la A5 que va
de pregnenolona a la dihidroepiandrosterona (DHEA) o la A4 en la cual pasa por

progesterona y termina en androstenediona (Yen, 2001b).

En ambas rutas participan dos enzimas diferentes: la 3B-HSD (3pB-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa), interviene en la ruta A4, donde convierte la
pregnenolona en progesterona, y la 17a-hidroxilasa (P450c17), participa en la ruta
A5, donde convierte la pregnenolona en 17a-hidroxi-pregnenolona. Tanto la 3f3-
HSD como la 17o-hidroxilasa se localizan en el reticulo endoplasmico liso, por lo

que la pregnenolona debe salir de la mitocondria (Yen, 2001b).

La 17o-hidroxilasa, estd compuesta por un citocromo especifico, P45017C y la
flavoproteina NADPH-citocromo P450 reductasa. Los sustratos de la enzima
pueden ser pregnenolona y progesterona, y los productos que se obtienen son la
DHEA o androstendiona respectivamente. A su vez la DHEA puede ser

transformada a androstendiona por accion de la 3B-HSD (Pedernera, 1993).
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Si el sustrato de la 3-HSD es la progesterona, el producto intermedio, sera la
1700H-progesterona, la cual es finalmente convertida en androstenediona, que es

el precursor de los andrégenos y estrogenos (Diaz, 2004).

La androstenediona es convertida en testosterona por la 17B-hidroxi-esteroide-
deshidrogenasa (17p-HSD), enzima que también convierte la estrona a estradiol. La
17B-HSD 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 la enzima aromatasa, convierte la testosterona a

estradiol (Diaz, 2004) (Figura 3).

La esteroidogénesis es regulada por las gonadotropinas y su efecto es
amplificado por neurotransmisores, como la NA vy el péptido intestinal vasoactivo
(VIP), que transcurren por la inervacion simpatica. Estas moléculas ejercen su efecto

al interactuar con sus receptores ubicados en las células de la granulosa y de la teca

(Figura 3).
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Figura 3. Esquema que muestra la sintesis de hormonas esteroides por parte de las células
foliculares. Receptor a noradrenalina (R-B,). Tipos de receptores al VIP, VPAC,, VPAC,
(Modificado de Tresguerres, 1999).
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% Inervacion Ovarica

En la rata, los nervios ovaricos simpaticos se originan del plexo celiaco, del
plexo intermesentérico y del nervio esplacnico lumbar superior (Baljet y Drukker,
1980; Isomura y col., 1985). La inervacion simpatica llega al ovario por dos rutas

principales (Figura 4):

% El nervio ovarico superior (NOS) que viaja a lo largo del ligamento
suspensorio del ovario (Burden, 1978; Baljet y Drukker, 1980; Lawrence
y Burden, 1980; Hsueh y col., 1984; Ojeda y Lara, 1989) y esta formado
por un paquete de fibras simpaticas que bdsicamente transporta
catecolaminas [principalmente NA] y péptidos [neuropéptidos Y (NPY) y
VIP] (Lawrence y Burden, 1980).

% El plexo ovarico (PO) que acompana a la arteria ovarica, estd
constituido en su mayoria por fibras de naturaleza sensorial, las cuales
transportan neurotransmisores como la substancia P (SP) y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Dees y col., 1995;
Klein y Burden, 1988), aunque este plexo también contiene fibras de

naturaleza simpatica por las cuales viaja NA y NPY (McDonald y col.,

1987).
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La porcién simpatica de la inervacion ovarica proviene de los segmentos T;; a
L, de la cadena simpatica que hacen sinapsis en los ganglios celiaco y mesentérico
superior (Dissen y Ojeda, 1999). Las neuronas que se proyectan al ovario inervan
los diferentes componentes estructurales de la glandula, incluyendo la vasculatura,
el tejido intersticial y la teca interna y externa de los foliculos en desarrollo. A pesar
de que las células de la granulosa y del cuerpo luteo no se encuentran inervados,
presentan receptores P-adrenérgicos que son capaces de responder ante un estimulo
noradrenérgico (Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985; Jorgensen y col., 1991).
Algunas fibras del NOS inervan al oviducto y al ttero (Dissen y Ojeda, 1999).

y . Esplacnicos
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Figura 4. Esquema que muestra el origen de la inervacion ovarica, a partir del ganglio celiaco
(GC) y que llega al ovario via el nervio ovarico superior vy el plexo ovarico
(Modificado de Lawrence y Burden, 1980).
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Inervacion Parasimpatica

El nervio glosofaringeo (IX par craneal) y el nervio vago (X par craneal), son
considerados como un complejo uUnico, ya que ambos son de tipo
fundamentalmente parasimpatico y establecen conexiones centrales con 4 nucleos:
el dorsal del vago, el del tracto solitario (NTS), el ambiguo y el espinal del nervio

trigémino (Netter, 2005) (Figura 5).

Cada nervio vago estd fijado al bulbo raquideo a lo largo del surco
dorsolateral por 8 a 10 raicillas, éstas se unen y el nervio constituido de esta manera
sale del craneo a través del agujero rasgado posterior. Fuera del craneo, el vago se

ensancha en los ganglios superior e inferior (Netter, 2005).

» Ganglio vagal superior: se comunica con el ganglio superior del tronco
simpatico cervical y con los nervios facial, glosofaringeo y espinal. Emite una
rama recurrente para las meninges de la fosa posterior y una rama auricular,

que transporta impulsos sensitivos.

» Ganglio vagal inferiors comunica con el ganglio superior del tronco
simpatico cervical, el nervio hipogloso, y el asa entre el I y el II nervio espinal

cervical. Da origen a la rama faringea y laringea superior y a ramas carotideas.

Por debajo de su ganglio inferior, el nervio vago desciende en la vaina
carotidea homolateral hasta el torax, situandose por detris y entre la vena yugular
interna y la arteria cardtida primitiva. El nervio vago se divide en vago derecho y

vago izquierdo descendiendo por la cavidad toracica y abdominal con trayectos

distintos (Netter, 2005).
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En el toérax, el vago derecho (o posterior) pasa entre la arteria y la vena
subclavia, a continuacion desciende por la cara lateral del tronco braquiocefalico,
por el lado derecho de la traquea y pasando por detras del pulmon derecho alcanza
la cara derecha del esofago. El vago derecho, forma el plexo de la cara posterior
gastrica. A partir de estos plexos nacen ramas que se distribuyen por el tubo

digestivo, otras al higado, al bazo, al pancreas, etc., (Guyton, 1989; Netter, 2005).

El vago izquierdo (o anterior) sigue un curso paralelo a la arteria carétida
primitiva llegando a la subclavia izquierda, luego pasa entre la cara anterior del

cayado aortico y borde posterior del pulmoén izquierdo, de ahi llega al eséfago

(Netter, 2005).

La inervacion parasimpatica del ovario llega principalmente por el nervio
vago (Burden y Lawrence, 1977), el cual transporta SP, CGRP, somatostatina,
gastrina, VIP y principalmente acetilcolina (Ach) (Klein y Burden, 1988), y por el

plexo hipogastrico que se origina en los segmentos S-S, de la médula espinal

(Mitchel, 1988).

El soma de las neuronas que inervan al ovario y que provienen del nervio
vago, se localiza en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de la raiz dorsal
de los segmentos Tjp a L, (Burden y col., 1983). Se ha descrito que las fibras de este

nervio llegan a la vasculatura ovarica (Dissen y Ojeda, 1999) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema que muestra el origen de la inervacién parasimpatica y el posible curso que

recorre el nervio vago desde su origen hasta llegar al ovario, al ttero y al cérvix. NTS, nucleo
del tracto solitario (Modificado de Collins y col., 1999 y Snell, 1999).
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Participacion de la inervacion extrinseca del ovario en la

regulacion de sus funciones

¢ Inervacion parasimpatica

Cruz y colaboradores (1986), mostraron que en la rata adulta la seccién
bilateral del nervio vago trae como resultado un aumento en el nimero de ovocitos
liberados. En ratas prefadas, la vagotomia bilateral ocasiona una disminucion en el
numero de fetos vivos e incrementa el namero de reabsorciones fetales, lo cual se

relaciona con la disminucion en la concentracion plasmatica de progesterona y LH

(Lawrence y col., 1978).

La vagotomia unilateral o bilateral realizada a ratas prepuber retrasa el inicio
de la pubertad, lo cual es determinado por la edad en la que se produce de manera
espontanea la canalizacion de la vagina (Ojeda y col., 1983). En la rata de 28 dias de
edad la seccion derecha del vago o la de ambos, disminuye la concentracion de
progesterona y estradiol. En la rata de 24 dias la denervaciéon uni o bilateral
disminuye la concentracion de estradiol, mientras que la de progesterona aumenta
con la seccion bilateral. Estos resultados llevan a pensar que el papel que tiene el
nervio vago en la regulacion de la esteroidogénesis depende de la edad en la cual se

realice la vagotomia (Morales y col., 2004).

26

Gbovr Lonras Carkes



Ricardo (2005), sugiere que la informacion neural que transcurre por los
nervios vagos es asimétrica y varia con la edad del animal. Conclusién a la que llega
después de observar que en el modelo del animal con ovariectomia, la seccion
unilateral del nervio vago, realizada a ratas de 32 dias de edad, resulta en la
disminucion del porcentaje de animales ovulantes cuando el ovario in situ fue el
izquierdo. Este mismo comportamiento se observd cuando a ratas de 28 dias se les

realizo la seccion del nervio vago derecho.

En ratas adultas la eliminacion de nervio vago realizada inmediatamente
después de la hemicastracién inhibe la respuesta compensadora ovarica. Sin
embargo, cuando la vagotomia se realiza cuatro horas y media después, no se
modifica la respuesta compensadora ovarica. Estos resultados llevan a los autores a
sugerir que los mecanismos que desencadenan la hipertrofia compensadora

dependen del tiempo que transcurre entre la ovariectomia unilateral y la vagotomia

(Trkulja y Lackovic., 2001).

El grupo de Toth (2007), utilizo la rata adulta inoculada con pseudovirus de
rabia y mostré que existe un mayor numero de conexiones tras-sinapticas entre el
ovario izquierdo y estructuras del cerebro (NTS, el nucleo dorsal del vago, el nucleo
caudal del rafe, el nucleo paraventricular (NPV) y el hipotdlamo lateral) que entre el
cerebro y la gonada derecha. Por ello, los autores sugieren la existencia de una

asimetria de la inervacion supraespinal de los ovarios.
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Gerendai y colaboradores (2000) sugirieron la existencia de una via de
comunicacion entre el ovario y el hipotalamo dada por el nervio vago. Ya que la
inyeccion del virus de pseudorabia en el ovario de ratas adultas resulta en el marcaje
de varias estructuras del sistema nervioso central (SNC), entre las que destacan el
nucleo ambiguo y el NTS (nucleos del nervio vago), marcaje que desaparece

después de realizar una vagotomia.

% Inervacion simpatica

La inervacion simpatica del ovario participa en la regulacion de la ovulacion,
el desarrollo folicular y la esteroidogénesis (Dominguez y Riboni, 1971; Grob 1974;
Gerendai y col., 1978; Lawrence y Burden, 1980; Barria y Lara, 1991; Morales y
col., 1993; Moran y col., 2000).

Estudios in wivo e in witro muestran que las catecolaminas estimulan la
liberacién de progesterona por las células de la granulosa y luteales (Weiss y col.,
1982; Aguado y Ojeda 1984a) y de androgenos por las células tecales (Herndndez y
col., 1988). La inervacién catecolaminérgica modula el efecto estimulante de las
gonadotropinas sobre la secrecion de esteroides (Aguado y col., 1982; Hsueh y col.,
1984; Ojeda y Lara, 1989; Barria y col., 1993). En ratas adultas la estimulacion
eléctrica del NOS, realizada en el dia del diestro, resulta en el aumento de la
secrecion de progesterona ovarica (Weiss y col., 1982). Asimismo, el VIP
incrementa la actividad del complejo enzimatico P450scc y de las aromatasas, lo

que resulta en un aumento de la secrecion de progesterona y estradiol (Davoren y

Hsueh, 1985; George y Ojeda, 1987).
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En ratas neonatas la administracion cronica de guanetidina (GTD,
neurotéxico de las terminales adrenérgicas) o la administracion del anticuerpo al
factor de crecimiento neural (NGF-Ab) resulta en el retraso de la pubertad y
alteraciones en el ciclo estral. En la rata tratada con GTD aumenta el numero de
foliculos antrales pequenos y disminuye el de los foliculos preantrales (Lara y col.,
1990a), en cambio, el NGF-Ab incrementa el numero de foliculos preantrales (Lara
y col., 1990b). Estas diferencias se han atribuido a la integridad de la inervaciéon

sensorial presente en los animales tratados con GTD, la cual no se observa en ratas

tratadas con NGF-Ab.

Aguado y Ojeda (1984a) mostraron que la seccion bilateral del NOS,
realizada a ratas de 24 dias de edad, provoca la disminucién de hasta el 60% de la
concentraciéon de NA en el ovario, que se acompana del descenso agudo en la
concentracidn sérica de progesterona. A pesar de la menor actividad esteroidogénica
no se alter¢d el inicio de la pubertad, ni la primera ovulacion. Estos resultados
sefialan que la inervacién simpética no participa en la regulacion de los eventos que

culminan con la pubertad y la primera ovulacion.

Forneris y Aguado (2002) han sugerido la participacion de la inervacion
simpdtica en la regulacion de la actividad ovérica desde etapas tempranas del
desarrollo de la rata. La seccion bilateral del NOS realizada al cuarto dia de vida
postnatal, resulta en el retraso de la edad de la apertura vaginal y del primer diestro.
A partir de los 30 dias de edad hasta los 60 dias disminuye la concentracion sérica
de FSH, incrementa la de estradiol y la de LH no se modifica. Después de 37 dias
de haber practicado la denervacion aumenta la concentracion de NA en el ovario,

que se acompana de la disminucién en el numero de receptores B-adrenérgicos.

29

Gbovr Lonras Carkes



La denervacion bilateral del NOS realizada a ratas adultas en la manana del
proestro, resulta en la disminucién de la concentracion de progesterona vy
estrogenos minutos después de la seccion. Esta disminuciéon se acompana de la
caida en la concentracion de NA ovérica. Con base en estos resultados, los autores

sugieren que el NOS facilita la secreciéon de esteroides (Aguado y Ojeda, 1984b).

Los ovarios de ratas con seccién unilateral del NOS e inyectadas con NA
intracerebro-ventricular, cultivados en presencia de LH resulta en la disminucion de
la secrecion de progesterona y androstenediona (De Bortoli y col., 2000). Estos
resultados permitieron a los autores sugerir que la informacion que transcurre por
el NOS podria estar antagonizando la respuesta estimulante de la LH en la

esteroidogénesis del ovario.

Estudios realizados por Sosa y colaboradores (2004) mostraron que la
estimulacion in vitro del ganglio celiaco con agentes colinérgicos y adrenérgicos
estimulan la liberacion de progesterona por parte del ovario izquierdo y que los
resultados varian dependiendo del dia del ciclo estral en el que se obtienen los

ovarios.
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Los efectos agudos de la seccion unilateral o bilateral del NOS, realizada a
ratas jovenes, sobre la estreroidogénesis ovarica se presentan de manera diferencial y
depende del nervio seccionado, asi como del tiempo transcurrido entre la secciéon y

la evaluacion de sus efectos (Vieyra, 2007).

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la seccion
bilateral del NOS no modifica la cuota ovulatoria espontinea en la rata prepuber o
adulta (Morales y col., 1993; Chavez y Dominguez, 1994). Sin embargo, cuando se
realiza la seccion unilateral del nervio, el ovario denervado libera un menor nimero
de ovocitos. En el caso del animal puber, la gonada intacta presenta una respuesta
compensadora semejante a lo que ocurre en un animal hemicastrado (Morales y
col., 1993). El hecho de que en las hembras con seccion unilateral del NOS la
administracion de gonadotropinas no restablezca la cuota ovulatoria por parte del
ovario denervado (Morales y col., 1998) apoya la hipétesis de que la inervacion
simpatica modula la respuesta del foliculo a las gonadotropinas. Estos resultados
han llevado a sugerir que existe una comunicacion neural entre los ovarios que
podria ser dada por el mismo NOS (Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993) o por

el plexo ovarico (Klein y Burden, 1988; Forneris y Aguado, 2002).

31

Gbovr Lonras Carkes



% Sindrome del Ovario Poliquistico

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOPQ)), es un desorden endocrino que
afecta del 6 al 10 % de mujeres en edad reproductiva y es la causa mds comun de
infertilidad femenina. Se caracteriza por presentar concentraciones variables de
gonadotropinas circulantes, irregularidades en el ciclo menstrual, falta de ovulacién,

hiperandrogenismo, infertilidad y formacion de quistes foliculares (Barria y col.,

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

En la sangre se presenta el incremento en la concentracion de estrogenos y de
hormonas androgénicas y sus precursores (Barria y col., 1993; Franks, 1995; Lara y
col., 2000). El sindrome frecuentemente se acompana de obesidad, hirsutismo y en
la mayoria de los casos, infertilidad (Barria y col., 1993). Mediante evaluaciones
clinicas se ha detectado resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en un 50-70%
de los casos de mujeres con la patologia. La hiperinsulinemia se ha relacionado con

las altas concentraciones de androgenos y defectos en el transporte de glucosa (Yen,

2001a).

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).
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A pesar de que se han descrito las caracteristicas clinicas del SOPQ y de que se
han aplicado diversos tratamientos terapéuticos, hasta el momento no se sabe cual
es el origen de la patologia. Se dice que probablemente existe alteracion en los
pulsos de liberacion de la GnRH, lo cual en la adenohipofisis provoca modificacion
en la secrecién de LH y FSH. Esta alteracion en la relacion LH/FSH en el ovario
trae como consecuencia la formacion de quistes foliculares y alta secrecion de

androgenos provenientes de los quistes (Franks, 2005; Moran-Villota, 2006).

En la rata el SOPQ inducido por la administracion de una dosis de valerato
de estradiol (VE) tiene caracteristicas similares a las mujeres que presentan este
sindrome (Hemming y col., 1983; Brawer y col. 1986). El VE, es un estrégeno de
larga duracion (Williams y Stancel, 1996) que causa aciclicidad, anovulacion y
formacion de quistes foliculares (Brawer y col., 1986) y alcanza su concentracién

plasmatica maxima entre el tercer y quinto dia después de su administracion.

El grupo de Lara (2000), mostré que la administracion del VE, provoca en el
ovario el incremento en la concentracion del NGF y de su receptor de baja afinidad,
el p-75. El NGF tiene la particularidad de viajar de manera retrograda a centros
superiores de tal manera, que al llegar al ganglio celiaco provoca un incremento en
la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de
catecolaminas. El incremento en la TH trae como resultado una mayor liberacion
de NA, lo cual se interpreta como mayor actividad de las fibras simpaticas, que

llegan al ovario via el NOS.
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En los ultimos afos, se han obtenido evidencias que muestran la
participacién de la inervacion simpatica en el desarrollo del SOPQ (Barria y col.,
1993; Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). La administracion de VE a ratas
infantiles (Rosa-E-Silva y col., 2003) o adultas (Barria y col., 1993) ocasiona la
activacion de las neuronas simpaticas periféricas que inervan al ovario, influencia
que contribuye al incremento en el contenido de NA ovérica y a la disminucién en
el namero de receptores PB-adrenérgicos, lo que se traduce en perdida del ciclo

estral, falta de ovulacién, hiperandrogenismo y formacién de quistes foliculares

(Lara y col., 1993).

A partir del postulado de que los animales con SOPQ se produce una
hiperactividad de las fibras simpdticas, algunos grupos de investigacion han
mostrado que la eliminacion total de la informacion simpatica que transcurre por el

nervio ovarico superior, restablece la funciéon ovérica (Barria y col., 1993; Rosa-E-

Silva y col., 2003).

Sin embrago, nuestro grupo de trabajo mostré que en ratas con SOPQ,
inducido con VE en la etapa infantil (10 dias de edad), la seccion unilateral del
NOS realizada a los 24 dias de edad, resulta en el restablecimiento de la ovulacion

por la génada inervada cuando las hembras llegan a la etapa adulta (Linares, 2006).
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Se ha postulado que en algunos 6rganos existe interrelacion bidireccional
entre las fibras simpaticas y las sensoriales (Venebra y col., 2005). Asi, en el iris la
simpatectomia, realizada por la extirpacion del ganglio cervical superior (GCS),
resulta en el incremento de las fibras inmunoreactivas a la SP y al CGRP (Cole y
col., 1983). La inyecciéon de trazadores retrogrados en el nervio vago resulta en el
marcaje de neuronas localizadas en el GCS, lo cual es interpretado como una

prueba de que el nervio vago tiene comunicacion axonal con el sistema simpatico

(Venebra y col., 2005).

En la rata de 28 dias de edad la seccion unilateral del NOS, seguida de la
inyeccion ovarica del trazador, resulta en la ausencia de marca en el GC, mientras
que cuando se realiza esta manipulacion a los 24 dias de edad, se presenta marca en
el ganglio. Estos resultados fueron interpretados como indicadores de que la
actividad neural de las fibras simpaticas cambia con la edad y que podria existir una

conexién nerviosa entre el ganglio celiaco-mesentérico superior y los ovarios a través

del plexo ovarico (Moran, 2005).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOPQ, es uno de los desordenes enddcrinos y metabdlicos mas comunes
que afecta del 6 al 10 % de las mujeres en edad reproductiva. En la rata prepuber o
adulta la seccién bilateral del NOS revierte las caracteristicas del SOPQ, por lo que
su etiologia se ha atribuido a la hiperactividad de las fibras simpaticas que llegan al
ovario por medio del NOS. Sin embrago, estudios realizados por nuestro grupo de
trabajo reportan que la seccion unilateral del NOS no restablece la ovulacion en el
ovario denervado, aun cuando la concentracion de noradrenalina disminuye vy si lo
hace, en la gonada inervada a pesar de tener un tono noradrenérgico alto. Este
evento nos ha permitido postular que el SOPQ no solo se produce por la mayor
actividad de las fibras simpaticas y que podria existir algin tipo comunicacion
neural entre los ovarios que facilita la ovulacion de la gonada inervada, la cual
podria estar dada por el nervio vago, el cual comunica al SNC con las génadas. Por
lo que en el presente estudio se analizo la participacion conjunta de la informacion

simpatica y parasimpatica en el desarrollo del SOPQ.
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HIPOTESIS

Dado que en un animal con el SOPQ la seccion unilateral del NOS

restablece la ovulacién por el ovario inervado, y que se ha sugerido que los ovarios

podrian comunicarse por el nervio vago, entonces en el animal con SOPQ), la

eliminacion de la informacion simpatica (NOS) y parasimpdtica (vago) restablecera

las funciones de la gonada.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar en el animal con SOPQ la participacion del nervio vago y del NOS en la

posible comunicacion bidireccional de las gonadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

<> Analizar en el animal con SOPQ, el efecto de la seccion unilateral del NOS
mas seccion del nervio vago izquierdo, sobre el ciclo estral, ovulacion,

secrecion de estradiol, progesterona, testosterona, LH, FSH y NA ovarica.

<> Analizar en el animal con SOPQ, el efecto de la seccion unilateral del NOS
mas secciéon del nervio vago derecho, sobre el ciclo estral, ovulacion,

secrecion de estradiol, progesterona, testosterona, LH, FSH y NA ovarica.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CII-ZV, mantenidas en condiciones de
bioterio, con luces encendidas de 5:00 a 19:00 h y temperatura de 22 £ 2 °C, con
libre acceso a agua y alimento. En todos los casos se siguié lo establecido por la Ley
Mexicana de Proteccién Animal para el uso de animales de experimentacion
(NOM-062-ZO0O-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio). El Subcomité del Posgrado en Ciencias Biologicas
de la UNAM aprobo el protocolo experimental. Los animales se colocaron en
grupos de seis crias por camada (cinco hembras y un macho), el destete se realizo el
dia 24 de vida. Los animales se asignaron al azar en alguno de los siguientes grupos

experimentales, cada uno de ellos formado de 10 animales (Figura 6).

%’ Grupo Testigo
Se utilizaron animales intactos que fueron sacrificados a los 90 dias de edad

en el dia del estro.

3% Tratamiento con Valerato de Estradiol (VE) o el Vehiculo (Vh)

La administracion de una dosis del valerato de estradiol (VE) (Sigma
Chemical Co., St. Louis Mo. USA), o del vehiculo (Vh) se llevo a cabo en ratas de
10 dias de edad, por via intraperitoneal. Se disolvieron 2 mg de VE en 0.1 ml de
aceite de maiz, que fungid como el vehiculo. Al llegar a los 24 dias de edad fueron

sometidas a alguna de las siguientes cirugias:
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¥ Operacion Simulada
A los 24 dias de edad hembras sin tratamiento o tratadas con VE o Vh se
sometieron a la operacién simulada. Para ello, los animales se anestesiaron con éter,
se procedio a realizar una incision ventral en piel y musculo de aproximadamente 2

cm, a lo largo de la linea media del cuerpo y sin tocar ningin érgano se suturo la

herida.

3% Seccion Unilateral del NOS
A hembras sin tratamiento o tratadas con VE o Vh a los 24 dias de edad se
les realizo la seccion unilateral del NOS. Para ello, a los animales bajo anestesia con
éter se les realizd una incisién ventral en piel y musculo, de aproximadamente 2 cm
de largo, a través de la cual se exteriorizo el ovario unido al utero. Se identifico el
ligamento suspensorio por el cual transcurre el NOS y se procedié a realizar la
seccion unilateral del nervio. El ovario se regresd a la cavidad peritoneal y se

procedié a suturar la herida.

¥ Seccion Unilateral del nervio vago
A los 24 dias de edad hembras sin tratamiento o tratadas con VE o Vh se
sometieron a la seccién unilateral del nervio vago. Para ello, los animales se
anestesiaron con éter, se procedid a realizar una incision ventral en la piel y el
musculo de aproximadamente 2 cm, posteriormente se exteriorizo el estdbmago, se
desplazo el higado y se expuso el eséfago. A nivel subdiafragmatico con la ayuda de
una pinza de microdiseccion se secciond el vago anterior (izquierdo) o posterior

(derecho) vy se suturo la herida.
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% Seccion del NOS y del nervio vago
Animales sin tratamiento o tratados con VE o Vh, se les sometié a la seccidon
unilateral del NOS y en el mismo acto quirtrgico se realizé la seccion del nervio

vago ipsi o contralateral al NOS seccionado.

TA ST ~ Vh | VE
I lq_-m"ﬂ_l'llﬂ:
[
I | | |
SNOI SNOD SNOI  SNVI
— . .

Inicio de la

Autopsia
(90 dias)

Figura 6. Diagrama de flujo que muestra los grupos experimentales

considerados en el presente estudio.
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Como grupos de comparacion se utilizaron animales con seccion unilateral
del NOS vy vagotomia ipsilateral o contralateral que no recibieron ningun

tratamiento hormonal.

Los grupos de animales con los diferentes tratamientos quirurgicos fueron
sacrificados a los 90 dias de edad en el dia del estro. Todos los grupos se revisaron
diariamente hasta que se present6 la canalizacion de la vagina, momento en el que
se inicio la toma de frotis vaginal por un lapso de 2 semanas, el cual se reanudé 2
semanas antes de que las ratas fueran sacrificadas, con el fin de contar con un

registro del patron del ciclo estral de los animales.

% Procedimiento de Autopsia

Cuando los animales tuvieron 90 dias de edad y presentaron un estro vaginal
se registro el peso corporal y se llevo a cabo el sacrificio por decapitacion. Se colectd
la sangre del tronco y se dejo coagular a temperatura ambiente, se centrifugd a 3500
r.p.m. y el suero se dividio en alicuotas, las que inmediatamente se congelaron a -20
°C. En el suero se cuantifico la concentracion de estradiol, progesterona,
testosterona, FSH y LH por radioinmunoanalisis (RIA). En el momento de la
autopsia, se disecaron y pesaron el ttero, las adrenales y ovarios. Se disecaron los
oviductos y en ellos se contaron los ovocitos con la ayuda de un microscopio
estereoscopico, siguiendo la metodologia habitual del laboratorio (Morales y col.,
1998). De cada grupo experimental los ovarios de cinco animales fueron congelados
a - 70° C para la cuantificacion de la concentracion de NA, la cual fue determinada

por cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC).
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3% Cuantificacion de Hormonas Esteroides

Las concentraciones plasmadticas de progesterona, testosterona y estradiol,

fueron cuantificadas por RIA de fase sélida, mediante reactivos comerciales Coat-A-

Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA).

En tubos de polipropileno que ya contienen el anticuerpo especifico: anti-
progesterona-l o anti-estradiol-l se adicionaron 100 pul de la muestra problema,
en el caso de los tubos que contenian anti-testosterona-l se adicionaron 50 ul de la
muestra. En todos los casos, se adiciond 1 ml de la hormona marcada con ['¥. Para
facilitar la reaccion, la mezcla se agitd en un vortex durante un minuto y se incubd
durante 3 horas a temperatura ambiente. Luego se decantd la muestra, se removid
el exceso de liquido y se determiné la concentracién de hormona en la muestra
problema con la ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra 5005,
Packard ™, en funcion de las cuentas por minuto y una curva de calibracion. La
concentracion de progesterona se expresé en ng/ml, mientras que la testosterona y

estradiol en pg/ml en suero.

3% Cuantificacién de Gonadotropinas
La medicion de FSH y LH se realizo por RIA de doble anticuerpo para lo
cual a 100 pl de muestra problema se le anadieron 100 pul de hormona marcada con
['%, posteriormente se le adiciono 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 2 hrs. Posteriormente los tubos se centrifugaron a

3000 rpm a -4°C por 30 min., el sobrenadante fue decantado, se sacaron las paredes

de cada tubo y se colocaron, para ser analizados en el contador de rayos gamma

modelo Cobra 5005, Packard ™.

43

Gbovr Lonras Carkes



Para cuantificar la concentracion de la hormona en la muestra problema, se
realizd una curva de calibracion utilizando estandares para FSH (rFSH-RP2) o LH
(rLH-RP2) y de las cuentas por minuto. Las concentraciones de FSH y LH se

expresaron en ng/ml de suero. Los coeficientes intra e iterespecificos fueron: 5.1%
y 6.5% para LH y 4 % y 7.9% para FSH. La sensibilidad del analisis fue de 0.02
ng/ml para LH y de 0.1 ng/ml para FSH.

La cuantificacion hormonal se realizd en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del Departamento de Biologia de La Reproduccion del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

¥ Cuantificacion de Noradrenalina Ovarica

La concentracion de noradrenalina, se cuantificé en los ovarios de los
animales de los diferentes grupos experimentales, por el sistema de HPLC. Los
ovarios que fueron almacenados a -70°C, se pesaron y se homogenizaron en 500 pl
de de 4cido perclorico (HCLO,) al 0.1 N, se centrifugaron a 12,500 rpm, a 4°C
durante 30 minutos; el sobrenadante se filtro a través de filtros de celulosa
regenerada de tamafno de poro 0.2 um; se inyectaron 20 pl del filtrado al sistema de

cromatografia.

El equipo de HPLC se compone de una bomba isocritica (modelo L-250,
Perkin Elmer), una valvula de inyeccion (Reodine modelo 7125 con capacidad de
20 pl), una precolumna de silica (3.5cm x 4.6mm) y una columna C18 de fase
reversa (25cm x 4.6 mm) conectado a un detector electroquimico amperométrico

LC4C (Bionalitical System Inc. USA) acoplado a un inyector Nelson 1020 (Perkin

Elmer). La concentracién de noradrenalina fue expresada en ng/mg de ovario.
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El equipo de HPLC identifica automaticamente el neurotransmisor, en este
caso noradrenalina, compara el tiempo de retencion de un estandar y realiza el
calculo de su concentracion mediante la comparacion del area bajo la curva de las

muestras problema, con el area del estandar del neurotransmisor.

3% Analisis Estadistico

Los resultados del peso corporal, peso relativo de los ovarios, utero y
adrenales (g del o6rgano/100 g del peso corporal del animal), el contenido de
noradrenalina en el ovario y la concentracion sérica de hormonas esteroides y de
gonadotropinas se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza Multifactorial
(ANDEVA) seguida por la prueba de Tukey. Cuando se realizo la comparacion
entre dos grupos se utilizé la prueba “t” de Student. La edad de apertura vaginal y el
numero de ovocitos liberados fueron analizados 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/nuimero total de animales) y el porcentaje de las
etapas del ciclo estral se analizaron por la prueba exacta de Fisher para proporciones
o de Xi % Se consideraron como estadisticamente significativas aquellas diferencias

cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de Ia Administracion de Vehiculo o Valerato de Estradiol,
Sobre el inicio de la Pubertad, Ovulacién, Pesos de Organos,
Concentracion de Hormonas Esteroides y

Concentracion de NA Ovdirica.

Inicio de la Pubertad

La administracion de Vh no modifico la edad de la apertura vaginal ni del
primer estro. En cambio, los animales tratados con VE tuvieron adelanto en la edad

de apertura vaginal y del primer estro (cuadro 1).

Cuadro 1. Media *+ e.e.m. de la edad de apertura vaginal (EAV) y

primer estro vaginal (PEV) de animales testigo absoluto (TA) tratados
con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y

autopsiados a los 90 dias.

EAV PEV
37.7+£0.9 403+ 1.0

37.6+0.8 39.8+0.9

193 +0.16 & 23.6 0.6 %

& p <0.05 vs. TAy Vh (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
U de Mann-Whitney).
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Respuesta Ovulatoria

El tratamiento con Vh no modifico la respuesta ovulatoria. En los animales

tratados con VE se observo un bloqueo total de la ovulacion (Figura 7).

Figura 7. Porcentaje de animales ovulantes y namero de ovocitos liberados, por el ovario
izquierdo o derecho de hembras testigo absoluto (TA) tratadas con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y autopsiadas a los 90 dias.
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* p <0.05 vs. TA y Vh (su respectivo ovario) (prueba de U de Mann-Whitney).
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Peso Corporal y Peso Relativo de Ovarios, Utero y Masa Adrenal
El peso corporal de los animales tratados con VE fue mayor respecto al de

los animales inyectados con Vh o sin tratamiento, (ST 235 + 5.8; Vh 227 + 5.1 wvs

VE 258 £ 7.7, p < 0.05).

Hormonas Esteroides

En los animales inyectados con Vh no se observaron diferencias en la
concentracion de progesterona, testosterona y estradiol, respecto a los animales sin
tratamiento hormonal. Un comportamiento similar se observo en el grupo tratado
con VE, donde la concentracion de progesterona y estradiol no se modifico, sin

embargo, la concentracion de testosterona fue mayor (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol, de animales
testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias
de edad y autopsiados a los 90 dias.

TA Vh VE

Jestosterana

*p <0.05vs. TAy Vh (Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).
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Concentracion de Noradrenalina
La concentracion de noradrenalina no se modifico por la administracion del
Vh. Mientras que, con respecto al testigo absoluto o tratados con Vh, la
concentracién de noradrenalina fue mayor en los animales inyectados con VE,
diferencia que fue significativa solo para el ovario izquierdo (Figura 9).
Figura 9. Concentracion de noradrenalina en el ovario izquierdo o derecho, de

animales sin tratamiento (TA), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE)

a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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* p <0.05 vs. TA'y Vh (ovario izquierdo) (Prueba “t” de Student).
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Efecto de Ia Operacion Simulada, Seccion Unilateral del NOS, Seccion

unilateral del Nervio Vago, en Ratas con SOP(Q)

Patrén Representativo del Ciclo Estral

La OSV en los animales tratados con Vh no modifico el patron de ciclo estral,
en tanto que la administracion de VE resultd en la alteracion del ciclo estral
(Figura 10), con un mayor numero de dias en diestro (13.5 + 1.3), respecto a los

animales inyectados con Vh y sometidos a la OSV (6.8 + 0.5).

En las hembras tratadas con VE y sometidas a la seccion izquierda del NOS se
observé un patron de ciclo estral similar al de animales tratados sélo con el Vh. Por
otro lado, los animales inyectados con VE y sometidos a la SNOD o seccion
unilateral del nervio vago presentaron fluctuaciones en el patron del ciclo estral, es

decir no se observd la permanencia en una etapa del ciclo estral en especifico

(Figura 10).
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Figura 10. Patrén representativo del ciclo estral de animales tratados con vehiculo (Vh) o con
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias y sometidos a la operacion simulada ventral (OSV),
seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o seccién del nervio vago

izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.

E. =8=Vh OSV
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Dias de toma de frotis

3 Indica el dia en que se realizo la cirugia
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Respuesta Ovulatoria

El 100% de las hembras inyectadas con el Vh y sometidas a la OSV ovularon
por ambos ovarios al estro vaginal, con un promedio de 6 ovocitos, semejante a lo
que ocurre en los animales sin tratamiento (89% ovuldé con una cuota de 7
ovocitos). La administracién del VE bloqueé la respuesta ovulatoria en el 100% de

los animales sometidos a la OSV (Figura 11).

La respuesta ovulatoria por el ovario denervado de animales sin tratamiento
o tratados con Vh y sometidos a la SNOI (Figura 11) o SNOD (Figura 12) fue

menor respecto a su grupo con operacion simulada.

El porcentaje de animales ovulantes por el ovario denervado de animales
tratados con VE y sometidos a la SNOI fue bajo debido a que s6lo un animal ovulo
3 ovocitos, en tanto que el ovario inervado restablecid la respuesta ovulatoria
(Figura 11). Este mismo efecto se observé cuando a los animales inyectados con la

hormona se les sometié a la SNOD (Figura 12).

Las ratas tratadas con VE y sometidas a la SNVI (Figura 11) o SNVD
(Figura 12) presentaron un restablecimiento en el porcentaje y nimero de ovocitos
liberados tanto por el ovario denervado como por el inervado en comparacion con

los animales inyectados con la hormona y sometidos a la OSV.
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Figura 11. Porcentaje de animales ovulantes y Nuiimero de ovocitos liberados por el ovario
denervado o inervado de animales sin tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccién del nervio ovarico
superior izquierdo (SNOI), o seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) a los 24 dias de edad
y autopsiados a los 90 dias.
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*p<0.050s. STOSV, ¢ p<0.05Vh OSV; A p<0.05ws. ST, Vh SNOI; & p <0.05 vs. VE OSV;
4 p <0.05 vs. ST SNOI. (Prueba de Fischer, Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U
de Mann-Whitney).
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Figura 12. Porcentaje de animales ovulantes y Numero de ovocitos liberados por el ovario
denervado o inervado de animales sin tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccién del nervio ovarico superior derecho

(SNOD), o seccion del nervio vago derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90

dias.
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*p<0.050s. STOSV, ¢ p<0.05 Vh OSV; # p <0.05 vs. VE OSV; e p < 0.05 vs. Vh SNVD;
4 p <0.05 vs. ST SNOD. (Prueba de Fischer, Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney).
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Peso Relativo de Ovarios, Utero y Masa Adrenal

La OSV en animales tratados con Vh o VE no modificé el peso de los ovarios
ni el del utero. El peso de la masa adrenal de animales con Vh fue menor, en

comparacion con su grupo sin tratamiento (cuadro 2).

El peso del ovario derecho de las hembras sometidas a la SNOI fue mayor
respecto al peso del ovario derecho de animales ST y con OSV. La masa adrenal de
animales ST y SNOI fue menor en comparacién a su grupo con OSV. En las
hembras tratadas con Vh la SNOI no modificé el peso de los ovarios ni del utero,
sin embrago el peso de la masa adrenal fue mayor respecto a su grupo ST. El peso
del ovario izquierdo de animales inyectados con VE y SNOI fue menor, en
comparacion con su grupo ST o tratado con Vh. El peso de la masa adrenal de

animales inyectados con VE y SNOI fue mayor respecto a su grupo ST (cuadro 2).

El peso del ovario derecho de animales ST y SNOD fue menor en
comparacion con su ovario izquierdo. En hembras con Vh la SNOD no modificé el
peso de ovarios ni utero, sin embrago, la masa adrenal fue mayor respecto a su
grupo ST. En los animales tratados con VE y SNOD se observd un menor peso del

ovario derecho y de la masa adrenal (cuadro 2).
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La SNVI en los animales con Vh o VE no modifico el peso de los ovarios. El
peso del utero y de la masa adrenal en el grupo con Vh fue mayor respecto a su

grupo sin tratamiento hormonal.

La SNVD en animales ST, provocé un mayor peso del ovario derecho y
utero, respecto a los animales sometidos a la OSV. En tanto que en el grupo de
animales tratados con Vh y SNVD se observd un menor peso del ovario derecho,

utero y masa adrenal en comparacion con su grupo ST.

Por otro lado, en las hembras tratadas con VE y sometidas a la SNVI o

SNVD no se modifico el peso de ovarios, ttero y masa adrenal (cuadro 2).
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Cuadro 2. Media * e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del ovario izquierdo
(OI), derecho (OD), utero y masa adrenal de animales sin tratamiento (ST), tratados con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la operacion
simulada ventral (OSV), seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a
los 90 djias.

Ovario
GRUPO n Ol OD

Utero Masa Adrenal

ST OSV

12.6 +0.8

12.0 £ 0.6

125.6 + 3.6

23.7+1.3

Vh OSV

12.8 £0.3

12.0 £0.7

141.1 £ 6.7

20.2+09 ¢

VE OSV

10.5 +0.8

11.7 +0.9

131.7+£6.4

21.4£0.8

ST SNOI

12.6 + 0.9

14.0+09 ¢

127.8 £ 4.7

17.1+0.7 ¢

Vh SNOI

11.4 +0.8

13.8 +1.1

155.8 £ 13.8

218:09 g

VE SNOI

8.6 +08gb

11.9+1.3

130.6 £ 6.7

203:0.6 g

ST SNOD

157+1.1c¢

10.6+15a

152.5 £ 14

182+1.1 ¢

255+1.2 gh
195+0.7 f

Vh SNOD
VE SNOD

13.9+1.2
11.7 £ 0.9

109 +0.8
79 +12ad

143.8 £4.9
140.3 + 7.5

20.0+£0.9 ¢

23.7+09 eh
213+14

ST SNVI

Vh SNVI
VE SNVI

12.0 £ 0.7

12.5+0.9
11.8+1.4

12.3+0.9

12.6 + 1.15
10.6 + 1.2

125.1 +3.2

164.0+ 18 e
1254 £8.3

ST SNVD

Vh SNVD
VE SNVD

14.1+0.6 ¢

11.6+0.7¢€
11.3+1.8

1475+59¢c¢
1279 +38 ¢
133.3 £9.7

129 +£0.9

129+ 0.5
11.7+1.4

22.2+0.9
195+0.8 e
21.7+1.2

a p <0.05 vs. su ovario izquierdo (Prueba “#’ de Student).
b p <0.05 vs. Vh SNOIL ¢ p < 0.05 vs. ST OSV; d p <0.05 vs. VE OSV;
e p < 0.05 us. ST (su respectiva seccion de nervio vago); fp < 0.05 vs. Vh SNOD;

€ p <0.05 vs. ST (su respectiva seccion de nervio ovdrico);

h p <0.05 vs. Vh OSV. (Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).
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Hormonas Esteroides

Los animales inyectados con vehiculo y sometidos a la SNVD presentaron
una menor concentracion de progesterona respecto a los animales sin tratamiento y

sometidos a la misma cirugia (Figura 13).

La concentracion de testosterona en animales tratados con vehiculo o VE y
sometidos a la OSV fue mayor que la de animales sin tratamiento y sometidos a la
OSV. La SNOI en animales inyectados con VE, result6 en una menor
concentraciéon de la hormona, en comparacién con animales inyectados con
vehiculo. Con la SNOD, la concentracion de la hormona fue mayor respecto a su
grupo sin tratamiento hormonal. La seccion unilateral del nervio vago en animales
con sindrome resultd en una mayor concentracion del androgeno, respecto a los

animales sin tratamiento y sometidos a las mismas cirugias (Figura 13).

La concentracion de estradiol fue mayor en las ratas ST o inyectadas con el
Vh y sometidas a la SNOI, en comparacion con los animales sometidos a la OSV.
La SNOD o SNVI en las ratas sin tratamiento hormonal resultdé en una menor

concentracion de la hormona, respecto al grupo con OSV (Figura 13).
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Figura 13. Concentracion sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la operacion simulada ventral (OSV), seccion del nervio ovarico superior izquierdo

(SNOI), derecho (SNOD) o seccién del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD) a los 24
dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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V¥ p <0.05 vs. ST (su respectiva seccién de nervio vago); © p < 0.05 vs. Vh OSV; * p < 0.05 vs. ST OSV;
A p <0.05 vs. ST (su respectiva seccion de nervio ovarico); # p < 0.05 vs. Vh SNVI; & p <0.05 vs. Vh
SNOI; (Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).
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Concentracion de Gonadotropinas.

En el presente estudio no se cuantificd la concentracion de FSH y LH
en los grupos sometidos tinicamente a la seccion unilateral del NOS o del NV,

debido a que se cuenta con datos obtenidos en estudios previos (Hernandez,

2009; Morales y col., 2010).

Concentracion de Noradrenalina

La OSV en las hembras tratadas con Vh o VE no modifico la concentracion
de NA ovarica (Figura 14). En las ratas sin tratamiento o inyectadas con Vh vy
sometidas a la SNOI se observd una menor concentracién del neurotransmisor en
el ovario denervado, mientras que incrementé en el ovario inervado (derecho). En

las hembras tratadas con VE la SNOI no modificé la concentracion de la amina

(Figura 14).

En las hembras sin tratamiento, tratadas con Vh o VE la SNOD result6 en la
deplecién de la noradrenalina ovarica por parte de la gonada denervada (derecha).
El ovario derecho del grupo con VE y SNOD presentd concentracion semejante a

la del grupo sin tratamiento hormonal (Figura 14).

61

Gbovr Lonras Carkes



Figura 14. Concentracién de noradrenalina en el ovario denervado o inervado, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la operacién simulada ventral (OSV) o seccién del nervio ovarico superior izquierdo

(SNOI), o derecho (SNOD) los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.

O8V  SNOI SNOD

*p <0.05 vs. ST OSV, ¢ p <0.05 Vh OSV; & p <0.05 vs. VE OSV
(Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).
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Efecto de Ia Seccion Unilateral del NOS mas Seccion Ipsi o

Contralateral del Nervio Vago, en Ratas con SOP(Q

Patrén Representativo del Ciclo Estral

Como se puede observar en la figura 15, las hembras inyectadas con Vh
presentaron un patrén normal de ciclo estral, en tanto que los animales tratados
con VE, se observo un patron de aciclicidad, con periodos prolongados de diestro.
Las ratas tratadas con VE y sometidas a la SNOI + SNVI, presentaron un

restablecimiento del ciclo estral, efecto que no se produce cuando se realiza la

SNOD + SNVL

Por otro lado, las hembras tratadas con la hormona y sometidas a la seccion
unilateral del NOS mas SNVD, no recuperaron la ciclicidad estral, sin que

predominara alguno de los dias del ciclo (Figura 15).
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Figura 15. Patrén representativo del ciclo estral de animales tratados con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a una seccion del nervio ovarico
izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) mis seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho
(SNVD) a los 24 dias de edad.
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Respuesta Ovulatoria

En los animales tratados con VE y sometidos a la SNOI + SNVI o a la
SNOD + SNVI, se observé el restablecimiento de la respuesta ovulatoria por ambos
ovarios. Por otro lado, los animales sin tratamiento o tratados con vehiculo y
sometidos a la SNOD + SNVI, presentaron una baja respuesta ovulatoria por el

ovario derecho, en comparacion con su respectivo ovario izquierdo (Figura 16).

El 18% de las ratas tratadas con VE la SNOI + SNVD restableci la
ovulacién por el ovario izquierdo con cuota ovulatoria normal y el 36% lo hizo por
el ovario derecho (Figura 17). Aproximadamente el 40% de las hembras inyectadas
con VE y SNOD + SNVD restablecio la respuesta ovulatoria por ambos ovarios, con

un numero de ovocitos liberados menor que su grupo con Vh (Figura 17).

Los animales sin tratamiento hormonal y con SNOD + SNVI (Figura 16) o
SNOD + SNVD (Figura 17), presentaron una disminucién en el porcentaje de
animales ovulantes que se acompand de un menor nimero de ovocitos liberados

por el ovario derecho.
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Figura 16. Porcentaje de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados, por el
ovario izquierdo o derecho de animales sin tratamiento (ST), tratados con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccion del
nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mas secciéon del nervio

vago izquierdo (SNVI) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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Figura 17. Porcentaje de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados, por el
ovario izquierdo o derecho de animales sin tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh)
o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccion del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) m4s seccién del nervio vago
derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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Peso Corporal y Peso Relativo de Ovarios, Utero y Masa Adrenal

El peso del ovario derecho de los animales sin tratamiento hormonal y con
SNOD+SNVI fue menor que el peso de su ovario izquierdo (6.14+2.14 ws
16.5+1.3).

El peso del ovario derecho del grupo de animales sin tratamiento o tratados
con Vh y sometidos a SNOD + SNVD, fue menor en comparacion con el peso de
su respectivo ovario izquierdo. En el grupo de animales inyectados con VE vy
SNOD + SNVD, el peso del ovario izquierdo y el peso del utero fue menor que el

de animales sometidos inicamente a la seccion (cuadro 3).

Cuadro 3. Media + e.e.m. del peso corporal y peso relativo (mg/100g de peso corporal) del
ovario izquierdo, derecho y ttero de animales sin tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccién del nervio ovarico
superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mas seccion del nervio vago derecho (SNVD) a los
24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.

Peso Masa

Utero

GRUPO

Corporal Ol Adrenal

ST SNOI + SNVD 248.6 +5.0 12.6 0.6 131.2 £4.2 209 0.5

Vh SNOI + SNVD 250359 10.9+0.9 122.1+£5.6 19.2+£0.7

VE SNOI + SNVD 241.1+3.8 104 £1.5 136.6 + 8.1 20.8 £0.95

ST SNOD + SNVD 226 £7.5 17.1+1.2 2+1. 140.8 + 6.3 22.1+1.1
Vh SNOD + SNVD 243.8 +9.1 148 +1.2 148.2+7.2 20.8 £ 1.02

VE SNOD + SNVD 232.7+£54 112+12 ¢ 9=+1. 1221+79 & 19.8 +0.8

* p <0.05 vs. su ovario izquierdo (Prueba “¢”de Student).
4 p <0.05vs. ST SNOD + SNVD (su ovario izquierdo);
# p <0.05 vs. ST SNOD + SNVD (Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

La concentracion de progesterona y estradiol de animales tratados con VE y
sometidos a la SNOD + SNVI, fue menor en comparacion con el grupo de animales

sin tratamiento o inyectados con Vh y sometidos a la misma cirugia (Figura 18).

La concentracion de testosterona de hembras tratadas con Vh y sometidas a
la SNOD +SNVI fue mayor respecto a la de su grupo sin tratamiento hormonal. En
hembras tratadas con VE y sometidas a la seccion unilateral del nervio ovarico
superior mas SNVI, la concentracion de testosterona fue menor, en comparacién

con su grupo tratado con vehiculo (Figura 18).

Como se puede observar en la figura 19 la concentracion de progesterona de
ratas tratadas con Vh o VE y sometidas a la SNOD + SNVD fue menor, respecto al

grupo de animales sometidos tinicamente a la cirugia.

En los animales tratados con Vh y sometidos a la SNOD + SNVD se observo
una mayor concentracion de testosterona, respecto a su grupo ST. La concentracion
del androgeno de animales tratados con VE y sometidos a la SNOD +SNVD fue

menor, respecto a la de animales sin tratamiento o tratados con el vehiculo

(Figura 19).
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El grupo de animales inyectados con Vh y sometidos a SNOD + SNVD,

presentaron una menor concentracion de estradiol, respecto al grupo de animales

sometidos Unicamente a la cirugia. Mientras que, las ratas con VE y sometidas a

SNOD+ SNVD, presentaron una mayor concentracion de estradiol, en

comparacion con los animales tratados con Vh. Por otro lado, la concentracién de

estradiol fue mayor en animales con Vh y SNOI+SNVD, respecto a los animales

sometidos a la misma cirugia (Figura 19).
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Figura 18. Concentracion sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la seccién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mis

seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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A p<0.05vs. ST SNOD+SNVI; (Prueba de Andeva seguida por la prueba de Tukey).

La linea punteada indica la concentraciéon de progesterona, testosterona y estradiol de
animales tratados con VE.

Gbovr Lonras Carkes 71



Figura 19. Concentracion sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la seccién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mis

seccion del nervio vago derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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animales tratados con VE.
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Concentracion de Gonadotropinas.

Las ratas con Vh y SNOD + SNVI, mostraron una mayor concentracion de

FSH, respecto al grupo sometido tnicamente a la cirugia. Por otro lado, la

concentracién de LH de las ratas inyectadas con VE y SNOI + SNVI, fue mayor

respecto al grupo sin tratamiento y sometido a la misma cirugia (Figura 20).

La concentracion de FSH fue menor en los animales inyectados con VE y

sometidos a SNOI + SNVD, en comparacion con el grupo sin tratamiento o tratado

con Vh y sometido al mismo acto quirurgico (Figura 21).
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Figura 20. Concentracion sérica de FSH y LH, de animales sin tratamiento (ST) tratados con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccién del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mas seccién del nervio vago izquierdo

(SNVI) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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Figura 21. Concentracién sérica de FSH y LH, de animales sin tratamiento (ST), tratados con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidos a la seccién del nervio

ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mids seccion del nervio vago derecho

(SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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Concentracion de Noradrenalina Ovarica

En los animales sin tratamiento o tratados con Vh, la seccion unilateral del
NOS mas SNVI, depleté la concentracion de NA en la gonada denervada. Un
efecto similar se observd en animales tratados con VE y sometidos a las mismas

cirugias (Figura 22).

La concentracién de NA en el ovario derecho de animales sin tratamiento o
tratados con Vh y SNOI+ SNVD fue mayor respecto a la de su ovario izquierdo. El
grupo de animales sin tratamiento SNOD +SNVD mostraron una menor
concentracién de la catecolamina en el ovario denervado, respecto a su génada

inervada (Figura 23).
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Figura 22. Concentracion de noradrenalina en el ovario izquierdo o derecho, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mis

seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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Figura 23. Concentracion de noradrenalina en el ovario izquierdo o derecho, de animales sin
tratamiento (ST), tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidos a la seccion del nervio ovéarico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) mis
seccion del nervio vago derecho (SNVD) a los 24 dias de edad y autopsiados a los 90 dias.
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DISCUSION

En la rata con SOPQ, la informacion que transcurre por el nervio vago regula de
manera inhibitoria la ovulacion espontinea. Una respuesta similar se observa
cuando se realiza la seccion unilateral del NOS mas seccion ipsi o contralateral del
nervio vago, aunque la respuesta es menor cuando se elimina el vago derecho. Estos
resultados nos permiten sugerir que la informacion parasimpatica que transcurre

por el nervio vago modula de manera estimulante la persistencia del SOPQ.

En nuestro modelo experimental, la administracion de una dosis de VE
resultd en un adelanto del inicio de la pubertad, acompafnado por un incremento
de la concentracion de noradrenalina ovarica y de la testosterona plasmatica. El
adelanto en la pubertad puede ser explicado por el efecto que produce el VE a
diferentes niveles 1) a nivel ovarico, donde se produce una mayor sintesis de
testosterona. En apoyo a esta idea se ha reportado que la canalizacion de la vagina
depende de los androgenos aromatizables (Ojeda y Urbanski 1994) los cuales
incrementan la irrigacién sanguinea del epitelio vaginal (Traish y col., 2007) con lo
cual, la membrana vaginal estd expuesta a una mayor concentracion de testosterona
y ello facilita su canalizacion, mediante la activacion de receptores a androgenos. 2)
A nivel hipotaldmico, donde se ha reportado que los implantes de estrégenos en el
hipotalamo medio basal (HMB), resulta en adelanto en la edad de apertura vaginal
e incremento en la secrecion de LH, lo cual llevé a los autores a sugerir que los
estrogenos actuan a través de mecanismos neurales en la induccion de la liberacion
de LH, cuyo incremento es indispensable para que se inicie la pubertad (Motta y

col., 1968). En apoyo a esta idea se ha mostrado que los estrégenos acttian a través
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de mecanismos neurales acelerando los procesos neuroendocrinos que regulan la
secrecion de LH y que este proceso de maduracion involucra la sinaptogénesis en el

nucleo arcuato (Matsumoto y Arai., 1977; Clough y Rodriguez., 1983).

La administracion de VE a ratas preptberes (Rosa-E-Silva y col., 2003; Rosas,
2006) o adultas (Hemmings y col., 1983; Brawer y col., 1986) resulta en la pérdida
del ciclo estral con periodos prolongados de estro, que se ha relacionado con la alta
concentracién de estradiol presente en estos animales. Sin embargo, en el presente
estudio los animales mostraron una condicién de diestro constante que pudiera
estar relacionado con el incremento en la concentracion de testosterona. Manneras
(2007) y Feng (2009) mostraron que la administracion de dihidrotestosterona
(DHT) a ratas de 21 dias de edad, resulta en aciclicidad estral caracterizada por
periodos de diestro constante, acompanado por el incremento en la expresién de
receptores a androgenos, en el HMB, en el area preoptica, (POA) y por un mayor
numero células inmunoreactivas a la GnRH. Debido a que co-existen los receptores
a andrégenos y a la GnRH en éstas zonas hipotalamicas, los autores proponen que

la funcion de las neuronas GnRHérgicas se encuentra regulada por los androgenos

(Feng y col., 2009).

En la rata sin ninguna patologia la seccion bilateral del nervio vago (Chavez y
col., 1989) o la seccién del NOS resulta en aciclicidad estral (Forneris y col., 2002).
En las ratas con SOPQ) la seccién uni o bilateral del vago no restablece el ciclo estral
(Hernandez, 2009), mientras que si lo hace la seccion bilateral del NOS (Barria y
col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Linares, 2006). En este estudio se observo que
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la regulacion del ciclo parece depender de la informacién aportada por el NOS
izquierdo, ya que el ciclo estral se restablece si realizamos solo la seccion del NOS
izquierdo o combinado con la vagotomia izquierda. Algunos autores han postulado
que la recuperacion del ciclo se debe al restablecimiento en la esteroidogénesis
ovdrica, que se observa después de la seccion bilateral del NOS (Barria y col., 1993)

o bien a la normalizacion de las concentraciones de gonadotropinas (Dierschke y

col., 1970).

En la rata adulta o prepuber la seccién unilateral del NOS resulta en una
disminucion de la cuota ovulatoria por parte de la gonada denervada (Chévez y col.,
1991; Morales y col., 1993), lo que llevo a sugerir que la informacion simpatica que
recibe el ovario por el NOS modula la respuesta del ovario a las gonadotropinas,
idea que se confirma por el hecho de que a ratas sometidas a la seccion unilateral
del NOS el tratamiento con PMSG + hCG no restablece la respuesta ovulatoria en
la gonada denervada (Morales y col., 1998). En el presente estudio se sigue

observando el efecto estimulante del NOS en la ovulacion.

A diferencia de la respuesta que se obtiene ante la eliminacion de la
informacion simpadtica, que transcurre por el NOS, donde la gonada denervada no
ovula, se ha reportado que es indispensable la integridad del nervio vago izquierdo
para que se presente la ovulacion espontinea, mientras que la informacion que
transcurre por el vago derecho parece no participar en la regulacion de dicho evento
(Cruz y col., 1986; Chavez y col., 1989). En el presente estudio se observo que la

seccion unilateral del nervio vago, no modifico la respuesta ovulatoria por parte de
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la génada denervada. La discrepancia observada puede ser atribuia al momento en
el que se realizé la denervacidn, ya que en este estudio se realizo en la rata juvenil y

en los reportes anteriores se practico en la etapa adulta.

Los animales sometidos a la seccion del NOS derecho mas la seccién ipsi o
contralateral del vago presentaron una menor respuesta ovulatoria por parte del
ovario derecho, mientras que con la seccién del NOS izquierdo mas seccién ipsi o
contralateral de vago la ovulacion no se modificé. Estos resultados nos permiten
sugerir, que la informacion que viaja por el NOS modula la respuesta ovulatoria de
una manera asimétrica, donde al parecer el NOS derecho estd mas comprometido
en la regulacion de los eventos que culminan con la ovulacion. Este evento podria
ser explicado por la asimetria que se presenta a nivel del ganglio celiaco, donde hay
un mayor numero de fibras simpdticas que se proyectan hacia el ovario derecho
(Klein y Burden 1988). Otra explicacion podria ser que, a la falta de informacion
simpdatica, en la goénada denerva disminuya el numero de receptores a
gonadotropinas bioldgicamente activos, ya que se ha reportado que en la rata
neonata, el cultivo de ovarios en presencia de VIP o isoproterenol resulta en la
formacion de receptores a FSH biologicamanete activos, lo que conlleva a un

incremento en la formacion de AMPc en estos ovarios (Mayerhofer y col., 1997).

En el presente estudio se observé que la administracion de VE resulta en un
bloqueo de la ovulacion que se acompana por un incremento en la concentracion
de NA ovirica, tal y como ya ha sido reportado, donde se ha sugerido que el SOPQ

se debe a una mayor actividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario por el

se Lnaras Carkidlsr 82



NOS, por lo que la seccion bilateral del NOS (Rosa-E-Silva y col., 2003) o el
tratamiento con electroacupuntura (Stener-Victorin y col., 2000) disminuye la

concentraciéon de la amina y los animales recuperan la funcién ovulatoria.

Recientemente nuestro grupo de trabajo mostrd que la concentracion de NA
no es un factor determinante que explique la etiologia del SOPQ), ya que la seccion
unilateral del NOS en animales con VE, restablece la ovulacién espontinea solo en
la gonada inervada a pesar de las altas concentraciones de NA presentes en éste
ovario (Morales y col.,, 2010). Misma respuesta que se observd en el presente
estudio, lo que nos permite apoyar la idea de que la ovulacion por la gonada
inervada podria ser el resultado de una comunicacion entre los ovarios que
posiblemente este dada por el propio NOS o bien por el nervio vago. Proponemos
que la comunicacién entre los ovarios se da a nivel del ganglio celiaco a través del
nervio vago. En apoyo a esta idea, Mrvec (2011) sefiala que las terminales vagales
presentan receptores f-adrenérgicos, mediante los cuales se regula la accion de las

catecolaminas.

Se ha mostrado que la aparicién de quistes foliculares y por consiguiente la
falta de ovulacién se deben al incremento en la concentraciéon de NGF (Dissen y
col., 2000; Lara y col., 2000), por lo que no podemos descartar que en los animales
con SOPQ), la ausencia de ovulacion en la gébnada denervada se deba a una elevada

concentracion del factor neural, tal y como se ha mostrado que ocurre después de la

seccion del NOS (Lara y col., 1990a).
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La mayoria de los animales con SOPQ) sometidos a la seccion unilateral del
nervio vago restablecid la respuesta ovulatoria en ambos ovarios. Estos resultados
nos permiten sugerir que en el modelo del animal con sindrome, el nervio vago
regula de manera inhibitoria la ovulacion. De acuerdo a Allen y colaboradores
(1985) el nervio vago participa en la regulacion de la secrecion de LH. Por lo tanto,
es posible que en nuestro modelo la ovulacién ocurra en respuesta al
restablecimiento en la concentracién de LH, tal y como se ha mostrado que ocurre

cuando a los animales con SOPQ) se les secciona el nervio vago (Hernandez, 2009).

En el modelo del animal con SOPQ), la seccion unilateral del NOS seguida de
la seccion ipsi o contralateral del nervio vago resulté en el restablecimiento de la
respuesta ovulatoria. Este hecho nos lleva a sugerir que el efecto modulador que
ejerce el NOS sobre las gonadotropinas, se encuentra bajo un control vagal. En
apoyo a esta interpretacion estudios realizados por Berthoud y Powley (1996),
muestran que en el sitio donde se origina la inervacion sindptica se encuentran
fibras vagales, de tal forma que la informacién que transcurre por el vago pudiera
estar regulando la actividad simpatica postganglionar y la respuesta ovulatoria del
ovario. Otra evidencia del papel regulatorio que ejerce el vago sobre el sistema
simpatico la proporciond Mravec (2011) quien mostré que las fibras sensoriales,
que tienen receptores P-adrenérgicos, constituyen un circuito de retroalimentacion

negativa que regula directamente la actividad del sistema simpatico-adrenal.
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En el presente estudio la administracion de VE resultdé en un mayor peso
corporal, que se acompano de un incremento en la concentracién de testosterona.
Es posible que el aumento en la hormona sea la responsable de una mayor masa
corporal, ya que en la rata la exposicion a androgenos o a letrozol (inhibidor de la
aromatasa) durante 90 dias resulta en un incremento en el peso corporal y en una
mayor concentracion de testosterona (Manneras y col.,, 2007). Al igual que en
mujeres con hiperandrogenismo tiende a acumularse mads la grasa visceral, lo cual

lleva a una condicion de obesidad (Pasquali, 2006).

En los animales con o sin el SOPQ, la seccién del NOS resulté en una
disminucion en el peso de la gonada denervada. Este evento se mantiene cuando se
realiza la seccion ipsi o contralateral del vago y se acompafa de una disminucion en
la concentracion de NA ovarica. La disminucion en el peso ovarico podria deberse a
la disminucién en la poblacion folicular, o a la disminucion en la proliferaciéon de
células de la granulosa, tal y como se ha reportado que ocurre en la rata de 2 dias,
con seccion del NOS (Zhang y col., 2010), o cuando se realiza la denervacién en la

rata infantil (Moran y col., 2000).

Las gonadotropinas, principalmente la FSH, ejercen un papel estimulante en
crecimiento folicular, efecto que es amplificado por la NA (Dyer y Erickson., 1985)
la cual promueve la proliferacion de células de la granulosa (Zhang y col., 2010). Por
lo tanto, ante la ausencia del tono noradrenérgico, las gonadotropinas ejercen un

efecto menor, lo que explicaria la disminucion de peso en la génada denervada.
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El utero de la rata es inervado por fibras adrenérgicas, colinérgicas y
peptidérgicas (Haase y col.,, 1997). En el presente estudio se observd que, la
eliminacién de la informacion simpatica no modifica el peso del érgano, mientras
que la vagotomia induce efectos asimétricos, tal y como ya se ha reportado (Morales
y col., 2004). Es posible que los cambios en el peso del utero se deban a una
modificacion en la sensibilidad de los receptores a estrégenos, presentes en las
neuronas vagales a nivel del ganglio nodoso, lo cual estaria modificando el efecto

mitogénico que ejercen los estrogenos a nivel del utero (Collins y col., 1999).

En animales con SOPQ, la seccién unilateral del NOS o del vago no
modificé el peso del utero. Solo cuando se combina la seccién derecha del NOS y
del vago disminuye el peso del 6rgano. Esta respuesta podria ser explicada por el
incremento en la concentracion de estradiol que favorece a nivel del utero, una
mayor sintesis del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), que al
interactuar con el receptor p-75 provoca la inhibicion del crecimiento de las fibras
neurales, que inervan el utero y ello lleva a una condicion de atrofia uterina y por lo

tanto a un menor peso del 6rgano (Latini y col., 2008).

El grupo de Gerendai (2009) reportd que a partir del ganglio celiaco (origen
de la inervacion simpatica del ovario) se proyectan fibras simpaticas hacia la adrenal,
lo cual sugiere la comunicacién entre la adrenal y el ovario. Por lo tanto, es posible
que la caida en el peso de la masa adrenal observada en los animales con seccion
unilateral del NOS, se deba a la alteracién en su crecimiento provocada por la

simpatectomia.
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En nuestros animales con SOPQ), la seccién unilateral del vago no modifica
el peso de las adrenales, mientras que la seccién del NOS resulta en una respuesta
asimétrica. La asimetria podria deberse a que existen una mayor conexion de la

adrenal izquierda con estructuras del SNC (entre las que se encuentran el NPV,

NTS y células del grupo A5) que con la adrenal derecha (Gerendai y col., 2009).

Estudios realizados por Forneris y Aguado (2002) han mostrado que en la
rata neonata la seccion bilateral del NOS no modifica la concentracion de
progesterona, similar a lo observado en el presente estudio, donde la seccion
unilateral del NOS no modifico la concentracién de la hormona, en tanto que la
seccion del vago derecho la disminuye. Con base en estos resultados sugerimos que
en el animal adulto sin la patologia, la regulacion de la secrecion de progesterona
por el nervio vago es asimétrica, efecto que se mantiene en la rata con SOPQ. A
diferencia de lo que reportamos en la rata puber, donde la vagotomia unilateral,
realizada al inicio de la etapa juvenil, no modificé la concentracion de la hormona e
incrementa con la seccion de ambos nervios vago, lo que indica que se requiere de
la integridad de ambos nervios para regular la secrecion de progesterona (Morales y
col., 2004). Es posible que la informacion vagal se encuentre regulando la actividad
de la enzima 3B-HSD (enzima que participa en la sintesis de progesterona) ya que la
seccion bilateral del nervio vago en ratas prenadas, disminuye la actividad de la
enzima en la glindula intersticial y en el cuerpo luteo, que se acompana de una

disminucion en la concentracién de progesterona (Burden y Lawrence 1977).
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Dyer y Erickson (1985), mostraron que el cultivo de células teco-intersticiales
con isoproterenol + hCG, resulta en un incremento en la concentraciéon de
androstenediona y testosterona. Similar a lo que se observa cuando el ganglio
celiaco, unido al ovario por el NOS, es estimulado con NA o Ach (Delgado y col.,
2010). Con estos resultados se postula que la inervacion simpatica amplifica la
respuesta de las células a las gonadotropinas. En el presente estudio se observo que
la seccion unilateral del NOS o del vago derecho incrementa la concentracion de
testosterona. Esta respuesta podria ser explicada por una hipertrofia de las células

tecales, tal y como se ha propuesto por Forneris y Aguado (2002).

La seccion del NOS derecho mas la seccion ipsi o contralateral del nervio
vago resultd en un incremento en la concentracion de testosterona. A partir de
estos resultados sugerimos que ante la falta parcial de la inervacién simpdtica y
parasimpatica, la que queda in situ estaria ejerciendo un efecto compensador sobre
la secrecion de testosterona. En apoyo a esto, Schicho y colaboradores (1998)
mostraron que la eliminacion de informacion sensorial por la administracion de
capsaicina resulta en un incremento en el nimero de fibras inmunoreactivas a la

TH, que se acompana de un incremento en la concentracion de NA.

La administracion de VE resulté en una concentracion mayor de
testosterona. Esto podria ser atribuido a un incremento en la atresia folicular y a la
presencia de quistes foliculares, tal y como ha sido mostrado (Sotomayor-Zarate y
col., 2008; Morales y col., 2010). Recientemente se publico que existe una alta

correlacion entre la concentracion de androgenos (androstenediona y testosterona)
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la presencia de quistes foliculares y la atresia folicular (Szulanczyk-Mencel y col.,
2010). La seccion unilateral del nervio vago en animales con SOPQ resulto en un
incremento en la concentracion de testosterona, similar a lo que se observéd en
animales sometidos inicamente a la seccion unilateral del nervio vago, lo cual nos
lleva a sugerir que en el animal con o sin la patologia, el nervio vago tiene un papel

inhibitorio en la secrecion de testosterona.

En el presente estudio se observd que en la rata con SOPQ), el NOS regula de
manera asimétrica la secrecién de testosterona. El NOS-izquierdo modula de
manera estimulante la secrecion de testosterona, ya que su seccidon resulta en una
disminucion de la hormona, mientras que la seccion del nervio derecho la
incrementa. Esta respuesta podria ser explicada por la asimétrica que existe entre las
conexiones neurales del SNC vy los ovarios, donde el ovario izquierdo tiene un
mayor numero de conexiones trans-sinapticas que la génada derecha (Toht y col.,
2007). El efecto estimulante del NOS izquierdo parece predominar, ya que se ha
reportado en el modelo del animal con sindrome que la seccién bilateral del NOS,

resulta en el restablecimiento de la concentraciones de andrégenos (Barria y col.,

1993).

En la hembra sin la patologia, el NOS modula de manera asimétrica la
secrecion de estradiol. Estos resultados concuerdan con lo ya reportado (Ramirez,
2011). También se acepta que el papel del nervio varia con el estado endocrino del
animal, en la rata infantil, el NOS no parece participar en la regulacion de la

secrecion de estradiol, mientras que en la rata peripuber ejerce un efecto inhibitorio

(Moran y col., 2000).
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Se ha reportado que en la rata puber la informacion vagal modula de manera
estimulante la secrecion de estradiol (Ojeda y col., 1983; Morales y col., 2004). En
el animal hemiovariectomizado, el papel que ejerce el vago depende del ovario in
situ (Morales y col., 2007). A diferencia de lo que reportamos para la rata puber, en
el presente estudio se observa que la modulacion que ejerce el nervio vago en la
secrecion de estradiol es asimétrica, donde el vago izquierdo acttia de manera
estimulante, mientras que el nervio derecho no participa. Esta respuesta podria
deberse a que el nervio vago izquierdo inerva tanto al ovario izquierdo como el

derecho, mientras el vago derecho solo lo hace con la gonada derecha (Powley y

col., 1983).

En las ultimas décadas se ha propuesto que la etiologia del sindrome esta
vinculada con el incremento en la actividad de las fibras simpaticas, que llegan al
ovario via el NOS. Tal propuesta ha sido evidenciada por el hecho de que la
administracion de VE a ratas adultas, resulta en el incremento de la concentracion
de NA, incluso 30 dias después de la administracion del farmaco, y es mayor si se

evalua 60 dias después del tratamiento (Lara y col., 1993).

Asimismo se ha mostrado que en ratas con SOPQ se presenta un incremento
en la concentracion de NGF, lo cual se traduce en una mayor actividad de la TH,

que provoca una mayor liberacion de Noradrenalina (Lara y col., 2000).
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Con base en estos antecedentes se ha sefialado que en la rata con SOPQ la
eliminacion del principal aporte noradrenérgico al ovario de manera farmacologica
por la administracion de guanetidina (Ruiz, 2009) o quirtrgica realizada por la
seccion bilateral del NOS, restablece la concentracion de hormonas esteroides y

gonadotropicas (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003).

En las hembras con SOPQ), la seccién del NOS derecho mds seccion ipsi o
contralateral del vago, resultd en el restablecimiento de la concentracion de
progesterona, testosterona y estradiol, que se acompaio de la disminucion en la
concentracién de NA ovirica, semejante a la respuesta que se obtiene cuando a
ratas con SOPQ se les realiza la seccion bilateral del NOS (Barria y col., 1993; Rosa-
E-Silva y col., 2003; Linares R, 20006). Este restablecimiento en la concentracion de
las hormonas no se observa cuando se secciona el NOS-izquierdo mas la vagotomia
unilateral. Estos resultados nos permiten plantear que en el animal con SOPQ, el
restablecimiento en la concentracion de esteroides esta dada por el NOS derecho.
Esto quizds se explique por el hecho de que la gonada derecha recibe fibras
provenientes del ganglio celiaco izquierdo y derecho, mientras que la génada

izquierda, solo lo hace por el ganglio izquierdo (Moran y col., 2009).

La inervacién simpatica aportada por el NOS vy la parasimpatica del vago
modulan de manera estimulante la secrecién de gonadotropinas (Lawrence y
Burden, 1977; Forneris y Aguado, 2002). En animales con SOPQ el NOS modula
de manera inhibitoria la secrecion de LH (Rosa-E-Silva y col., 2003). Este

comportamiento es semejante a lo que observamos cuando se realizd de manera

DPtw Lvores Coiis !



conjunta la seccién izquierda del NOS vy del vago. Esta respuesta no se presenta si
los nervios que se seccionan son el NOS-derecho y el vago izquierdo. Resultados
que nos llevan a plantear que en el modelo del animal con SOPQ) la inervacion esta
participando de manera diferencial en la secrecién de gonadotropinas, en respuesta

a una modificacién en los pulsos de liberacion de la GnRH (Feng y col., 2009).

Existen evidencias de que en la rata con SOPQ la inervacién simpdtica no
participa en la regulacion de la FSH (Rosa-E-Silva y col., 2003), sin embargo,
recientemente reportamos que el NOS la modula de manera inhibitoria (Morales y
col., 2010) y el nervio vago lo hace de manera estimulante (Herndndez 2009). En el
presente estudio se observo que cuando se corta el NOS-izquierdo y el vago derecho

la secrecién de FSH disminuye.

No podemos descartar que los cambios en las gonadotropinas estén
relacionados con modificaciones en la concentraciéon de corticosterona, la cual

estaria inhibiendo la funcion reproductiva (Paredes y col., 1998).

Con base en nuestros resultados y dado que a nivel de ganglio celiaco existe
una comunicacion entre las fibras de naturaleza simpdatica y parasimpatica
(Berthoud y Powley., 1996), nuestros resultados nos llevan a sugerir que el nervio
vago, es una via de comunicacion entre los ovarios, que se encuentra estrechamente
relacionado con el desarrollo y persistencia del SOPQ y, apoyan la hipotesis de la
regulacion fina que ejerce la inervacién parasimpatica sobre la inervacion simpatica
en la regulacion del desarrollo del SOPQ), tal y como lo planteamos en nuestro

modelo.
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Figura 28. Participacion de la inervacion simpatica y parasimpatica en el desarrollo del
SOPQ. VE, valerato de estradiol; NOSI, nervio ovarico superior izquierdo; NOSD nervio
ovarico superior derecho; NVI, nervio vago izquierdo; NVD, nervio vago derecho; GN,
ganglio nodoso; GC, ganglio celiaco; R-P, receptor beta-adrenérgico; NA, noradrenalina;
GnRH; FSH; LH. = = = Representa la inervacién simpatica que llega a los ovario
mediante el NOS y es de manera ipsilateral. ¢ ¢ e eeeeeee Muestra la inervacion parasimpatica
que llega a los ovarios, mediante el NV, donde el ovario derecho recibe inervacion del vago
izquierdo y del derecho, (ver pdgina siguiente).
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En la figura 28, se muestra que la inervacion parasimpatica aportada al ovario por el
nervio vago (neuronas color azul) se origina en el GN (circulo amarillo), el NVI se
bifurca por debajo del diafragma, por lo tanto la vagotomia se realizd antes de la
bifurcacion. Asimismo se observa que la inervacién simpatica aportada por el NOS
(neuronas café) tiene su origen en el GC (circulo negro). Ambos tipos de inervacion
convergen en el ganglio celiaco. En el animal con SOPQ), el restablecimiento en la
funcion ovulatoria, que se observa después de la seccion unilateral del NOS mas
seccion ipsi ocontralateral del nervio vago (las tijeras indican la seccion ipsilateral),
refuerza la idea de una comunicacién entre los ovarios (flecha verde) que al
parecer esta dada por el nervio vago. Se propone que el nervio vago participa como
un regulador fino del papel que ejerce el nervio ovarico superior en el desarrollo y
persistencia del SOPQ, mediante la activacion de receptores [-adrenérgicos

ubicados en las terminales nerviosas de la inervacion vagal.
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CONCLUSIONES

< EI SOPQ, no es tnicamente el resultado de una hiperactividad simpatica, ya
que la seccion unilateral del NOS restablece la funcion ovulatoria en la

gonada inervada a pesar de las altas concentraciones de NA presentes.

< En la rata con SOPQ), la informacion parasimpatica, aportada por el nervio
vago, regula de manera estimulante la persistencia de la patologia. La seccion

unilateral del vago restablece la respuesta ovulatoria en un 50 %.

< La interaccion de la inervacién extrinseca de la gonada, en la regulacion de
las funciones ovaricas, es distinta en un animal sin la patologia que en uno

que la presenta.

< En el modelo del animal con SOPQ, el NOS derecho se encuentra mas

comprometido en el restablecimiento de la esteroidogénesis ovarica.

< En ratas con SOPQ, la seccion del NOS ma4s seccion ipsi o contra lateral del
vago, restable la ovulacion en ambos ovarios. Por lo que, en estos animales, el
nervio vago participa como un regulador fino en la persistencia del sindrome,

ante la ausencia de la inervacién simpatica.
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