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RESUMEN

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es un desorden neuroendocrino,
generalmente asociado a anormalidades en el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. En los
ultimos 20 aifios se ha demostrado que, ademas de la regulacién endocrina del ovario,
participa la informacién nerviosa aportada por las fibras que llegan al ovario, siendo la
mas estudiada la inervacién simpatica. La inyeccién de valerato de estradiol (VE), a ratas
hembra prepuberes (14 dias de edad) o adultas, produce el bloqueo de la ovulacién y
altera la secrecion de hormonas esteroides, ademas, e incrementa en la actividad de las
fibras nerviosas de naturaleza catecolaminergica, las cuales se originan en el ganglio
celiaco mesentérico superior (GCMS) y viajan hacia el ovario, principalmente a través del
nervio ovarico superior (NOS).

En las hembras con el SOPQ, la seccion bilateral del NOS restablece las funciones
ovdricas, mientras que la seccidén unilateral del NOS induce la ovulacién sélo por la
gonada inervada, resultados que nos permiten sugerir la existencia de una comunicacion
entre los ovarios, la cual participa en la regulacién de las funciones del ovario y el
desarrollo y persistencia del SOPQ.

Con el fin de analizar el papel del NOS y la informacion del nervio del plexo ovarico
(NPO) en el desarrollo del SOPQ, en el presente estudio se utilizé el modelo de la rata con
SOPQ, inducido por la administraciéon de VE. Para ello, ratas de 10 dias de edad, sin
tratamiento o inyectadas con 2 mg de VE disuelto en 0.1 ml de aceite de maiz fueron
sometidas bajo anestesia con éter, a la laparotomia dorsolateral izquierda o derecha, o
a la seccién unilateral del NOS o del NPO. En otro grupo de animales, en un solo acto
quirurgico se realizé en el mismo ovario la seccién unilateral del NOS y del NPO
(ipsilateral), o bien, se secciond el NPO en el ovario contrario (contralateral). Como grupo
control animales sin ningln tratamiento fueron incluidos. Todas las hembras fueron
sacrificadas por decapitacién a los 90-92 dias de vida al presentarse un estro vaginal,
precedido de un proestro. Se evalud el ciclo estral, la tasa ovulatoria, la concentracién
sérica de progesterona y estradiol.

En las hembras sin la patologia la seccion del NPO, no modificé la cuota ovulatoria,
mientras que la seccién del NOS + NPO del mismo lado, resultd en la ovulacién
compensadora por el ovario inervado, mientras que la seccion contralateral de los nervios
no modificé la ovulacidn.
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La seccion del NPO no modificd las concentraciones de progesterona y disminuyo la
de estradiol. Cuando la informacion del NOS y NPO izquierdos fue retirada, la
concentracion de progesterona incrementd y disminuyd la de estradiol.

En las hembras inyectadas con VE con seccidn unilateral del NOS, la ovulacién fue
recuperada por la génada inervada, mientras que, con la seccién del NPO se restablece la
ovulacion por ambos ovarios, en un bajo porcentaje. Con la seccién del NOS y NPO del
mismo lado, ambos ovarios ovularon, donde el ovario inervado presentd una ovulacién
compensadora.

En el presente trabajo, en las hembras con SOPQ, la seccién del NOS no modificé la
concentracion de progesterona y estradiol. La seccion del NPO disminuye las
concentraciones de estradiol, la seccion del NOS+NPO izquierdo incrementa la
concentracion de estradiol. Con la seccién del NOS+ NPO derecho disminuye
progesterona. En el grupo NOS derecho + NPO izquierdo disminuyd la concentracién de
estradiol.

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que en la rata con SOPQ
participa tanto la informacién neural aportada por el NOS como la de NPO. Donde el plexo
podria estar comunicando a ambos ovarios y esta informacién va del ovario izquierdo al
derecho.
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ABSTRACT

The polycystic ovarian syndrome (PCOS), is a neuroendocrine disorder, usually asociated to
hipotalamic-pituitary alterations. In the last 20 years, it has been demonstrated a neural regulation
in ovarian functions, including the sympathetic innervation. In adult or 14 days old rats, estradiol
valerate (EV) injection produces anovulation and steroid hormone secretion abnormalities,
increasing neural catecholaminergic activity at the celiac-mesenteric superior ganglia (CMSG)
level, and in the superior ovarian nerve (SON) activity. Bilateral section of the SON restores
ovulation in both ovaries, while after unilateral section ovulation occurs mainly in the innervated
ovary, suggesting an ovarian neural mechanism associated with PCOS persistence. The aim of
present study was to analyze the participation of SON and ovarian plexus nerve (OPN) in PCOS
development. As a model of PCOS, 10 day-old female rats of the ClI-ZV strain were injected with 2
mg of EV in oil. As control rats without treatment or injected with the vehicle, were used. When
the animals were 24 days-old, groups of EV-injected, oil injected and rats without treatment,
under ether anesthesia, were submitted to dorso-lateral laparotomy followed or not by the
unilateral section of the SON (SONS) or the OPN (OPNS). In other groups the unilateral section of
the SON was immediately followed by an ipsilateral or contralateral section of the OPN. All animals
were sacrificed by decapitation at 90-92 days old when the presented a vaginal estrus preceeded
by a proestrus one. Ovulation rate, progesterone and estradiol serum levels were evaluated.

The unilateral section of the OPN rats did not modify the ovulation rate in comparison with
laparotomy group. The number of ova shed by the innervated ovary of rats with unilateral section
of the SON followed by the ipsilateral section of the OPN was higher than in control groups. Such
effect was not observed in rats with unilateral section of the SON followed by the section of the
contralateral OPN. Progesterone levels in rats with left section of the SON and OPN were higher
than in control groups. Unilateral section of the left OPN resulted in lower estradiol serum levels,
than in laparotomy group.

In EV injected rats, the unilateral section of the SON restored ovulation by the innervated
ovary, while the unilateral section of the OPN, preceeded or not by the unilateral section of the
SON, restored ovulation by both ovaries. In rats with unilateral section of SON and OPN the
number of ova shed by the innervated ovary was higher than the denervated one. The estradiol
serum levels in EV injected rats with unilateral section of the OPN were lower than EV group,
while when the left SON was sectioned before the OPN, estradiol levels were higher than EV
control group. The section of the rigth SON and OPN resulted in lower progesterone levels than
control groups. The section of the rigth SON followed by the section of the left-OPN resulted in
lower estradiol levels than control.
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Present results support the hypothesis on the existence of a neural communication between
the ovaries, and suggest that both cathecolaminergic nerves innervating the ovaries play a role in
the maintenance of the PCOS.
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INTRODUCCION

Entre 1925 y 1935, Stein y Leventhal, fueron los primeros en reconocer en la mujer, una
asociacién entre ovarios poliquisticos y signos de amenorrea, hirsutismo y obesidad. El sindrome
del ovario poliquistico (SOPQ), (McCarthy y Brawer 1990a,b), es la causa mas comun de
infertilidad, con una incidencia del 3 al 10% tanto en mujeres adolescentes como en adultas (Mira
2005; Arizaga 2007) Constituye un desorden heterogéneo, enddcrino-metabdlico; asociado a
alteraciones en el eje hipotalamo-hipdfisis-génada (Schulster y col., 1984; Brawer y col., 1986;
Stener-victorin y col., 2005).

Se ha comprobado que la inervacion periférica de naturaleza simpatica participa en la
regulacién de la funcidn ovarica. Regula la ovulaciéon, mediante la liberacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), modulando la respuesta del ovario a las gonadotropinas de
origen hipofisiario (Flores y Dominguez. 1992). Y también a través la informacion
catecolaminérgica que arriba al ovario por medio del nervio ovarico superior (NOS) y el nervio del
plexo ovarico (NPO) (Chavez y col., 1994; Klein y Burden 1988; Lawrence y Burden 1980).

Por estudios de Barria y col. (1993); Lara y col. (1993), se ha asociado al desarrollo del
sindrome con el incremento de la actividad de las fibras simpaticas que arriban al ovario mediante
el NOS, prueba de ello es el modelo de la rata con SOPQ, la cual presenta incremento en la sintesis
del factor de crecimiento neural (NGF), desencadenando una mayor sintesis de noradrenalina
(NA), reflejada como incapacidad de ovular, aciclicidad estral y alteraciéon en los patrones de
secrecion de hormonas esteroides (Lara y col.,, 1993; 2000; Rosa-E-Silva y col., 2003),
caracteristicas que son revertidas mediante la seccién bilateral del NOS. A diferencia de esto,
cuando la seccidn bilateral del NOS es realizada, la gdnada que mantiene su inervacion intacta,
recupera las funciones ovaricas, no asi la denervada (Morales-Ledesma y col., 2010). Resultados
que nos llevan a sugerirla existencia de otras vias nerviosas, que puedan estar participando en el
desarrollo y persistencia del SOPQ, via que pudiera ser dada por NPO, ya que este nervio ha
mostrado tener un sitio en comun donde las fibras del NOS y el NPO se comunican, el ganglio
celiaco mesentérico superior (GCMS), (Klein y Burden 1988). Por lo que en el presente estudio se
analizo la participacién de la informacién simpatica aportada por el NOS y el NPO en la regulacion
del desarrollo del SOPQ.

10
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MARCO TEORICO

EL DESARROLLO POSTNATAL DE LA RATA

La rata posee gran similitud fisiolégica con el humano, es utilizada debido a su facil
manipulaciéon, rdpido desarrollo y alto indice reproductivo. En estudios de
neuroendocrinologia, la rata representa un buen modelo de estudio que permite
extrapolar los resultados a otras especies (Becu-Villalobos y Lacau-Meningido 1990).

La rata nace en un estado de inmadurez neural equivalente a los 150 dias de
gestacion en el humano, la diferenciacion sexual del encéfalo, es determinado por
multiplicidad de factores, originados inmediatamente después del nacimiento, que inician
con la diferenciacién del encéfalo resultado de la presencia o ausencia de testosterona
(T), que culminan cuando el ovario es maduro, capaz de producir estradiol (E;) en
concentraciones suficientes que estimulen la primera ovulacién, punto cuspide del inicio
de la edad reproductiva (Dorner 1980; Ojeda 1980).

Desde el nacimiento a la pubertad transcurren entre 30 y 40 dias y el Unico signo
exterior que senala el inicio de la funcidn reproductiva es la canalizacidn vaginal, que
generalmente ocurre el dia posterior a la liberacion brusca de gonadotropinas,
denominado “pico preovulatorio” marcando desde este momento el tiempo en el cual la
hembra puede ser prefiada (Ojeda 1980; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).
Con base a parametros morfo-fisiolégicos relacionados con los componentes del eje
reproductivo, se han descrito 4 estadios de desarrollo postnatal, previos a la pubertad:

ETAPA NEONATAL (del dia cero al dia siete). Los receptores a gonadotropinas, se
sintetizan a partir del 6to dia de vida, con lo que la foliculogénesis en esta etapa es
independientemente del estimulo gonadotrépico (Dominguez y col., 1991; Malamed vy
col., 1992). La unién de la hormona estimulante del foliculo (FSH) a sus receptores resulta
en la produccidon de E, a partir de T. Las altas concentraciones de la a-Feto Proteina (a-FP)
hacen que la concentracién de E, libre sea baja, lo que impide el establecimiento de la
retroalimentacion inhibitoria sobre la secrecién de gonadotropinas. De manera que la a-
FP protege al cerebro de una exposicidon a altas concentraciones de estréogenos, que
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pudiera modificar la diferenciacion del cerebro. Por otra parte, también regula la
disponibilidad del estradiol por los sistemas neuronales sensibles a la hormona. A finales
de esta etapa las gonadotropinas son incapaces de generar una respuesta
esteroidogénica por el ovario. Las concentraciones plasmadticas de FSH de ser bajas
comienzan a incrementarse, mientras que las de la hormona luteinizante (LH) se
mantienen bajas (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

ETAPA INFANTIL (8-21 dias). Esta etapa se caracteriza por concentraciones muy
altas de FSH, fundamentales en el reclutamiento y el crecimiento de los foliculos que
llegaran a ovular en la pubertad, asi como la presencia de picos esporadicos de LH. A
partir del dia 15 de vida disminuyen las concentraciones de FSH y desaparecen los picos
de LH. Se empieza a detectar inhibina en el suero y disminuye la concentracién de la a-
FP, lo que permite el establecimiento de los mecanismos de retroalimentacién negativa
del E; sobre las gonadotropinas (Becu-Villalobos y Lacau- Mengido 1990).

ETAPA JUVENIL (22-32 dias). En esta etapa disminuyen las concentraciones
plasmdticas de FSH y de la a-FP, mientras que las concentraciones de LH son bajas y
constantes. Al inicio de esta etapa, la LH comienza a secretarse en forma pulsatil y hacia el
final se incrementan los valores basales y la amplitud de sus pulsos. Las concentraciones
mas altas se registran en la tarde y presentan un ciclo circadiano. En el ovario se
incrementa el numero de receptores a LH, lo que se refleja en una mayor capacidad
esteroidogénica (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

ETAPA PERIPUBERAL (35- dias antes de la primera ovulacién). Alrededor de los 35
dias de edad, el ritmo circadiano de LH se vuelve estable. Independientemente del
control esteroideo, estos picos de LH son los responsables de la estimulaciéon de los
ovarios, y como consecuencia una mayor produccién de E,, que a su vez genera una
retroalimentacion positiva. En el ovario se observa una mayor cantidad de receptores a
las gonadotropinas, lo que a su vez incrementa la concentracién de progesterona (P4),
estrégenos y T, las dos ultimas hormonas responsables de la canalizacién vaginal (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido 1990; Ojeda y Urbanski 1994).
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PUBERTAD

La pubertad es la fase bioldgica del individuo en la que se generan una serie de
eventos neuroendocrinos y fenotipicos que conducen a la madurez sexual. Es el periodo
en donde se alcanza el estado de desarrollo psicosexual y la capacidad de reproduccion
(Goldman 1981; Gorski 1990; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990; Odell 1990).

En la rata el inicio de la pubertad depende de la cepa, algunos autores sefalan que
se presenta entre los 35 y 41 dias de edad. Al dia siguiente, que ocurre la primera
liberacion pre-ovulatoria de Gonadotropinas, los estrégenos y la testosterona estimulan
la apertura vaginal, precedida por la hinchazén y cambio de color de la membrana
vaginal, con el aceleramiento del desarrollo folicular y la canalizacién vaginal. La primera
ovulacion puede coincidir con la apertura vaginal o se puede presentar en los siguientes
dos dias (Goldman 1981; Gorski 1990; Odell 1990).

La concentracion plasmatica de la FSH es regulada por los esteroides sexuales y la
inhibina. Se produce la disminucion de la secrecién de FSH como resultado del efecto
combinado del aumento en la concentracidn de E, y de la produccidn de inhibina por los
foliculos en desarrollo (Becu-Villalobos y Lacau- Mengido 1990).

FISIOLOGIA DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

El proceso de maduracién sexual y el consiguiente control de la funcién ovarica, se
encuentra regulado por el eje hipotalamo hipdfisis gédnada (Ojeda 1980; Larrea y col.,
1991; Foster y Ebling 1999).

El hipotdlamo es parte del sistema nervioso central (SNC), localizado
anatémicamente en el diencéfalo, en la zona ventromedial, dividido por el tercer
ventriculo y ubicado por detras del quiasma Optico, encima de la eminencia media,
delante del mesencéfalo, y limitado lateralmente por la cédpsula interna, estructuras
rostrales subtaldmicas talamicas y el tracto de los cuerpos mamilares (Tamraz 2000)
(Figura 1). El hipotdlamo recibe informacidn nerviosa a través de conexiones con regiones
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cerebrales capaces procesar los estimulos ambientales y producir una respuesta
autéonoma del organismo con lo cual produce la actividad de muchos otros érganos
(Squires 2003).

El hipotdlamo produce la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), es vertida
hacia el sistema porta hipotaldmico hipofisiario, sistema de comunicacién de doble
capilarizacion, y viaja hacia la pars distalis de la adenohipdfisis, donde se produce la
segunda capilarizacién. Al llegar la GnRH a los gonadotropos estimula la secrecion de la
FSH y LH (Figura 1). (Norris 2007).

Las neuronas GnRHérgicas del hipotdlamo se encuentran reguladas por neuronas
de naturaleza opioidérgicas y catecolaminérgicas, entre otras, las cuales convergen en el
hipotaldmo y regulan la secrecion de GnRH (Moenter y col., 1991; Levine y col., 1991;
1995; 1997; Freeman 1994; Hotchkiss y Knobil 1994; Suter y col., 2000; Terasawa 2001;
Nunemaker y col., 2002).

Las neuronas hipotaldmicas estan agrupadas en cumulos con capacidades similares,
es decir la secrecidon de un determinado tipo de mensaje o sefial quimica. En el estudio
del hipotdlamo éste ha sido dividido en las siguientes dreas o nucleos; El Area predptica
hipotaldmica anterior (POA-AHA), los nucleos supraquiasmaticos (NSQ), ventromedial
(NVM), dorsomedial (NDM), hipotaldmico posterior (NHP), supradptico (NSO),
paraventricular (NPV), periventricular (NPeV) y el nucleo arcuato (NArc). Estos nucleos y
areas estan relacionados con la eminencia media y la adenohipdfisis, y las
neurohormonas que liberan se denominan factores de liberacién o inhibicidn, estos
producen la estimulacién de la funciones hipofisiarias vinculadas con la reproduccién, de
las cuales la GNRH es la hormona encargada de la regulacidn del eje hipotalamo hipdfisis
gdénada (Squires 2003; Norris D. 2007).

La glandula hip&fisis, esta localizada ventralmente en la parte inferior del cerebro
debajo del tercer ventriculo, localizada por debajo del hipotdlamo, detras del quiasma
Optico, estd asociada anatdmica y funcionalmente al hipotdlamo por el infundibulo y la
eminencia media. Se divide en dos regiones que difieren en origen y funcién, la hipdfisis
posterior (neurohipéfisis) y la anterior (adenohipéfisis) (Figura 1) (Norris 2007).
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primordiales, cuando se forman las ovogonias, y se convierten en ovocitos primarios, los
cuales se identifican facilmente en el embridn desarrollado, estos detienen su desarrollo,
en la fase de diploteno en la profase de la meiosis | hasta que el desarrollo sexual se
complete, es decir un poco antes de que ocurra la primera ovulacién y la pubertad (Yao y
Bahr 1999).

El foliculo es la unidad funcional del ovario, y su apariencia histolégica depende de
la etapa del desarrollo en la que se encuentre, aunque la organizacién celular es
fundamentalmente la misma (Yao y Bahr 1999). Los foliculos se caracterizan por estar
rodeados de tejido estromal, tejido compuesto al menos por tres tipos diferentes de
células, fibroblastos, que dan soporte a los foliculos, células musculares lisas que regulan
la contraccién de las paredes capilares y células intersticiales, derivadas de células
indiferenciadas de la teca, y algunas células derivadas de los foliculos atrésicos y cuerpos
Iateos involucionados (Figura 2) (Fawcett 1990; Tresguerres 1999; Berne y Levy 2001).

El foliculo ovarico se caracteriza por presentar un ovocito rodeado de una “pared
folicular” entre éste y la pared hay un espacio interno membranoso, la zona pellcida. La
pared folicular permite el desarrollo del foliculo como un “sincitio” y estd formada por
dos capas, una interna, formada por las células de la granulosa y una externa formada por
las células de la teca. Entre las dos capas se encuentra la membrana basal (Tresguerres
1999). En el foliculo maduro la teca se divide en dos subtipos, la teca interna y la teca
externa, diferenciables por su estructura y la funcidn metabdlica que realizan durante el
desarrollo del foliculo (Figura 3). La teca interna esta rodeada por tejido conjuntivo,
capilares y terminaciones nerviosas (Yao y Bahr 1999; Berne y Levy 2001). De acuerdo a
su estado de desarrollo los foliculos se clasifican histolégicamente en:

FOLICULOS PRIMORDIALES: Consisten de un ovocito primario cuyo didmetro es <20
um, rodeado de una capa de células aplanadas, que daran origen a las células de la
granulosa (Figura 3). Estos foliculos se localizan en la corteza por debajo de la capsula
fibrosa del ovario (Goldfien y Monroe 1998; Ross y col., 2005). Durante el desarrollo del
foliculo primordial, las células foliculares aplanadas se vuelven cuboidales, creando una
capa bien empaquetada.
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FOLICULOS PRIMARIOS: En estos foliculos incrementa el tamafio del ovocito (20-60
pum), seguido por la formacion de la zona pelicida, entre el ovocito y la pared celular que
lo rodea (Goldfien y Monroe 1998; Van Voorhis 1999; Yao y Bahr 1999). El ovocito
primario es rodeado por una capa de células de la granulosa, en la rata comienza a haber
foliculos en esta etapa de desarrollo alrededor de los 21 dias de edad (Figura 3) (Becu-
Villalobos y Lacau Meningido 1990; Yen 2001).Mientras el foliculo prosigue su desarrollo,
las células de la granulosa continuan dividiéndose por mitosis.

FOLICULOS SECUNDARIOS: Cuando se han formado de dos a seis estratos de células
de la granulosa, el foliculo es clasificado como un foliculo secundario; en él, la capa
sencilla de células de la teca permanece y el foliculo incrementa su tamafio (Yao y Bahr
1999; Ross y col., 2005).

Presentan un ovocito primario (70 um) rodeado por algunas capas de células de la
granulosa, el ovocito se situa de forma excéntrica y todo el foliculo toma una forma
ovalada; cuando en la rata el foliculo alcanza un tamafio de 200 um comienzan a formarse
algunos espacios entre las células de la granulosa lo que da lugar a la formacién de los
cuerpos de call-exner, esta caracteristica permite clasificar a este tipo de foliculos como
preantrale (Figura 3) (Yen 2001). Durante la transicion hacia el foliculo terciario, las
células de la teca se diferencian en dos capas, la externa, cuya funcién es de sostén, y la
interna que posee actividad esteroidogénica (Richards 1978).

Las células de la granulosa proliferan y comienza a producirse la extravasacion de los
productos celulares, formando el antro folicular, el cual contiene hormonas esteroides y
proteicas, anticoagulantes, enzimas y electrolitos, similar a la sangre en apariencia y
contenido (Geneser 2000).

FOLICULOS TERCIARIOS: Se encuentran en el punto maximo de desarrollo anterior a
la ovulacion, es decir de 10 a 14 dias posteriores al comienzo de su maduracion. Se
convierten en vesiculas grandes que ocupan todo el ancho de la corteza ovarica (Figura 3)
(Fawcett 1990).
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En la rata los foliculos terciarios, poseen un tamano superior a los 500 um, tienen
abundante niumero de células de la granulosa y de las tecas totalmente diferenciadas. Los
ovocitos (>70 um) de estos foliculos estan suspendidos en el liquido folicular, por un
grupo de células de la granulosa denominado cumulus ooforus y rodeados por una capa
de células de la granulosa, llamada corona radiada, es en este punto que se vuelve un
foliculo preovulatorio y posee la apariencia de una vesicula que sobresale de la superficie
del ovario (Figura 3).

La primer division meidtica es reiniciada después de la ovulacién, cuando se genera
el primer cuerpo polar, en este punto el ovocito |, detiene su desarrollo durante la
metafase hasta la penetracién del espermatozoide en la membrana del ovocito, la cual
ocurre en el oviducto, entonces se transforma en un ovocito secundario, cuando ocurre la
segunda divisidén meidtica, resultando en la formacién del segundo cuerpo polar (Yao y
Bahr 1999; Guyton y Hall 2001).

PROCESO OVULATORIO

La ovulacién es el proceso de ruptura del foliculo y expulsién del ovocito. Este
proceso depende de una serie de eventos endocrinos llevados a cabo en el eje
hipotdlamo-hipodfisis-gonada; el dia anterior a la ovulacién, las concentraciones de
estradiol aumentan, y facilitan a la hipdfisis incrementar abruptamente la secrecién de
gonadotropinas, que en el ovario producen cambios hormonales y enzimaticos, la
superficie del ovario es presionada por el foliculo contra la tunica albuginea, se produce lo
gue se conoce como el estigma, se rompe la pared folicular y el epitelio superficial ovarico
y, del antro del foliculo se libera el ovocito (Figura 4) (Bergman y col., 1998; Yen 2001;
Gartner y Hiatt 2008).
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aromatizacion de los andrdogenos y su acumulacion en el foliculo, favoreciendo la atresia
(Dominguez y col., 1991; Fortune 1994). Por estudios in vitro se ha mostrado que las
células de la granulosa son reguladas por diversos factores de crecimiento, asi como por
la FSH y los esteroides sexuales. La integridad estructural y funcional del complejo
folicular depende del estado del ovocito. La muerte y degeneracién del ovocito son
consecuencias inevitables de la atresia, la continuidad de la meiosis y la expulsién de al
menos el primer cuerpo polar, pueden ser manifestaciones tempranas de atresia en
algunos foliculos, y en cualquier caso el foliculo desarrolla picnosis seguida de necrosis y
reabsorcién completa. La secuencia de eventos de la atresia folicular se observa por una
serie de caracteristicas morfoldgicas y moleculares: (Byskov 1978; Ojeda y Urbanski,
1994; Fortune 1994).

e Rompimiento de la vesicula germinal y apoptosis

e Picnosis nuclear en células de la granulosa y de la teca

¢ Insensibilidad a Gonadotropinas y ausencia de FSH en el fluido folicular

e Disminucion de la produccion de E2 y P4

¢ Incremento en el nimero de granulos (lipidos y proteinas) en el ovocito

¢ Incremento en la expresidn de IGF, angiotensina II.

e Disminucion de proteinas conformantes de uniones gap en células de la
granulosa e inestabilidad estructural

e Hipertrofia de las células de la teca y aumento en la formacién de células
intersticiales

e  Produccidn de inhibidores de tripsina

e Disminucion de la colagenasa intersticial en la teca.

En cada ciclo ovarico se produce la seleccién de los foliculos que van a crecer y se
establece la dominancia de aquellos que van a culminar con la ovulacidn, lo que estimula
gue los demas foliculos en desarrollo experimenten la atresia, ya que las células de la teca
producen mas andrégenos y disminuye la capacidad de las células de la granulosa para
aromatizarlos (Fortune 1994). Del mismo modo, existen factores que rescatan a los
foliculos de la atresia, entre los mas conocidos se encuentran las gonadotropinas, los
estréogenos, el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento neural
(NGF), el factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-I) y el factor de crecimiento
fibroblastico (FBGF) (Braw y Tsafriri 1980; Gougeon 1986; Billig y col. 1996; Markstorm E.
y col. 2002).

Con base en algunos criterios morfoldgicos la atresia ha sido clasificada en tres etapas:

PRIMARIA (menos severa): El foliculo presenta alrededor del 10% o menos de
células de la granulosa con picnosis nuclear y disminucién de la tasa de proliferacion
celular.
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SINTESIS DE PREGNENOLONA

El primer paso en la esteroidogénesis es el ingreso de la molécula de colesterol a la
membrana interna de la mitocondria, con ayuda de la proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda (StAR), una vez dentro de la célula, en la molécula se reduce el
numero de carbonos, pasando de una molécula de 27 a otra de 21 (Bergy col., 2008; Yen
y Jaffe 2009), estas reacciones se producen por las oxidaciones catalizadas por enzimas de
la familia del citocromo. La enzima que actua en primer lugar es la citocromo P450 de
anclaje de la cadena lateral (P450scc) con actividad desmolasa (Figura 7), que corta la
cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, dejando como resultado la formacién de un
residuo de 4cido isocaprdico y pregnenolona sin liberacién de productos intermediarios
(Berney col., 1999; Yen 2001; Squires 2003).

La sintesis de pregnenolona por la célula de la teca requiere de tres enzimas, el
citocromo P450scc, la adrenoxina y una flavoproteina (la nicotinamida adenina difosfato
(NADPH) con actividad adrenoxin-reductasa), ademds de los fosfolipidos para crear la
interaccidon entre el colesterol y las enzimas. El proceso consume NADPH reducido
(NADPH+H) y oxigeno molecular. En este punto, la sintesis de pregnenolona va a
depender de la cantidad de colesterol presente en la célula, del acceso de éste al interior
de la mitocondria y de la cantidad disponible de enzima activa (Diaz 2004).

SINTESIS DE PROGESTERONA

La progesterona es el mas importante de los progestagenos, posee 21 carbonos. Su
funcion es estimular el crecimiento del endometrio del Utero en preparacién para la
implantacion del évulo fecundado, y su mantenimiento durante la prefiez. Su sintesis se
lleva a cabo predominantemente durante la ultima parte del ciclo reproductivo en los
foliculos periovulatorios y en el cuerpo luteo. Después de la fecundacién, la placenta
secreta cantidades suficientes de progesterona, de modo que se auto abastece y permite
llevar a término al producto (Squires 2003).

Una vez que la pregnenolona sale de la mitocondria y pasa hacia el reticulo
endopldsmico, puede ser transformada a otras moléculas por dos rutas biosintéticas:

1) La via de las cetonas o (A 4) es la ruta de las moléculas que poseen un enlace de
insaturacién entre la posicién del C4 y C5 y presentan un radical ceto en C3, esta via
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predomina en las células del cuerpo luteo, donde a partir de pregnenolona se
sintetiza 17a-hidroxiprogesterona (Bergy col., 2008).

2) En la via (A5) la molécula esteroide posee un enlace de insaturacion entre el C5y
C6, un radical hidroxilo en C3, esta via predomina en el foliculo ovdrico y como
producto final se produce dehidroepiandrosterona (DHEA) (Bergy col., 2008).

En la ruta A4 es necesaria la accién de dos complejos de enzimas, ambos, se
encuentran en el reticulo endopldsmico, el primer complejo, es la 3R-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3R-HSD) y una enzima isomerasa (4-5 isomerasa), que forma un doble
enlace entre la posicién del C4 y C5, juntas convierten la pregnenolona en P4. El segundo
complejo, por accién de la 17a-hidroxilasa (CYP17al) convierte la progesterona en 17a-
hidroxi-progesterona (Figura 8), ésta experimenta posteriormente el efecto de la 17, 20
liasa para formar DHEA vy acetaldehido, y posteriormente es oxidada en el C3 por la 38-
HSD en presencia de NADPH+H; como consecuencia de la oxidacién se produce la
isomerizacién del doble enlace en posicién C5-C6, por la enzima isomerasa (Leung 2004;
Diaz 2004).

SINTESIS DE ANDROGENOS

En el ovario, la sintesis de andrégenos ocurre en las células de la teca, en respuesta
a la accién de la LH, y el producto de su actividad, provee de sustrato a las células de la
granulosa (Figura 9) (Yen 2001; Leung 2004; Diaz 2004). Los andrégenos mds activos son
la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT), ambos de 19 carbonos. La sintesis se lleva
a cabo en el testiculo y en el ovario, en éste ultimo también se produce androstendiona y
DHEA (Yao y Bahr 1999).

Tanto la pregnenolona como la P4 son sustratos de la citocromo especifico CYP17al,
enzima del reticulo endoplasmico que cataliza la formacién de andrégenos. Esta enzima y
la flavoproteina (NADPH-citocromo P450 reductasa), forman un complejo
multienzimatico que cataliza dos reacciones bioquimicas. En el caso de que el sustrato de
la CYP17al fuera la pregnenolona, el primer producto que aparece es la 17a-OH-
pregnenolona, y el segundo la DHEA, un andrégeno débil. La DHEA requiere una ulterior
transformacion por la 3BHSD para dar lugar a la androstendiona (Figura 8). La actividad
enzimatica de la 3BRHSD es siempre la misma, cualquiera que sea el sustrato sobre el que
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actua, que ademas de los mencionados (pregnenolona y DHEA), puede ser también la
17a-0OH pregnenolona (Figura 8).

Si el sustrato fuera la P4, experimenta un primer ataque que lo convierte en su
forma 17a-hidroxilada y luego desprende la cadena lateral (actividad 17,20 liasa) dejando
un grupo ceto en C17, el producto intermedio, la 17aOH-progesterona (Figura 8) (Leung
2004).

Localizacion celular de las enzimas

Colesterol
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Célula de la
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Figura 8. Ruta biosintética de hormonas esteroides (Tomado y modificado de Yen y Jaffe 2009). La figura
muestra la ruta metabdlica de la sintesis de esteroides, partiendo de una molécula de colesterol convertida
a pregnenolona y progesterona, sustratos para la formaciéon de andrégenos en la célula de la tecay
transportados a la célula de la granulosa para la transformacidn a estrogenos, sefialando cada uno delas
enzimas involucradas.
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Durante el embarazo, la 17 aOH-progesterona no es producida por la placenta, ya
que carece de actividad de la CYP17al, por lo que es utilizada como marcador de
esteroidogénesis ovarica (Figura 8) (Diaz 2004). La 17 aOH-progesterona es finalmente
convertida en A4, precursor de los andrégenos y estrégenos.

La A; es convertida en testosterona por la 17B-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa
(17B-HSD), enzima que también convierte la estrona a E,. La reduccion del grupo ceto en
C17 es un paso obligatorio en la sintesis de testosterona y E,, pero no en la sintesis de
estrona. (Figura 8). La 17B-HSD, estd en el reticulo endoplasmico, y cataliza la reaccién en
ambos sentidos: hidroxilo C19 a ceto, o viceversa. En el ovario, la androstenediona,
precursor de la estrona, es principalmente convertida a T en las células de la teca, y
escasamente pasa a la granulosa. La estrona que encontramos en el plasma procede de la
conversion de estradiol a estrona en el higado y tejido adiposo, mediante la 17B-HSD
hepatica (Leung 2004).

SINTESIS DE ESTROGENOS

La sintesis de estrégenos requiere la participacién de las células de la teca y de la
granulosa, en respuesta al estimulo de las gonadotropinas, éstas incrementan la
concentracion de AMPc. En las células de la teca al unirse la LH a su receptor, se
produce el incremento de la concentracion de AMPc, lo cual resulta en el aumento de la
actividad de las enzimas involucradas en el proceso de transformacion del colesterol en
los distintos pasos hasta andrégenos, y en las células de la granulosa la FSH unida a su
receptor mediante la sefializacién del AMPc, activa el complejo aromatasa necesario para
la formacién de estréogenos (Norman A. 1997) por lo que este proceso de sintesis en
conjunto se denomina la teoria de la doble célula-doble hormona.

Parte de la testosterona sintetizada por las tecas es vertida al torrente sanguineo y
parte transportada hacia el compartimento de las células de la granulosa, donde se
aromatiza (Figura 8 y 9) (Yoshinaga 1999; Leung 2004).

Las células de la granulosa se encuentran reguladas por la FSH, la cual estimula la
produccién de estrégenos durante la fase folicular, y de progesterona por parte de las
células del foliculo maduro antes de ser ovulado (Yao y Bahr 1999; Squires J. 2003; Leung
2004; Diaz y Hicks 1995; Diaz 2004). En las células de la granulosa de los foliculos
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primero una hidroxilacién del C2, el segundo la epoxidacion entre el C4 y C5, seguido de
la formacion de un enlace de insaturacion entre Cly C2 y la ruptura del enlace entre C9 y
C10 asi como la descarboxilacion del C10, lo que resulta en el reordenamiento del anillo
A, es decir un anillo con tres dobles enlaces en posicion C1-C2, C3-C4, C5-C10; el tercero
una peroxidacion del C19 y formacion de un doble enlace entre C1 y C10 (Gore-Langton y
Armstrong 1994; Diaz 2004).

Cuando en la mujer el ovario deja de responder al estimulo de la FSH, la aromatasa
deja de sintetizarse en cantidades relevantes. En consecuencia, toda la sintesis de
estradiol tiene lugar practicamente en tejidos extraovaricos, la grasa subcutanea es
responsable de la sintesis de la mayor parte del estrégeno circulante (Diaz 2004).

INERVACION OVARICA

Ademas de las hormonas, el ovario esta regulado por el sistema nervioso periférico
(SNP) que, a su vez, se divide en simpdatico, parasimpatico y sensorial (Tresguerres 1999;
Yen y Jaffe 2009; Burden, 1985; Gerendai y col., 1999; Doganay y col., 2009; Dissen y col.,
1999; Sosa y col., 2000; 2004; Casais y col., 2006). Estas vias arriban al ovario por el hilio
(Lawrence y Burden 1980; Gerendai y col., 1999).

La inervacion ovdrica, de naturaleza simpatica (Figura 10), se origina desde la
onceava vértebra tordcica a la cuarta vértebra lumbar (T11-L4) de la cadena de ganglios
simpdticos que forman el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) (Dissen y Ojeda
1999). La inervacion simpatica llega al ovario por dos rutas:

1) El nervio ovarico superior (NOS) corre junto con el ligamento suspensorio e
inerva, vasos sanguineos, células de la glandula intersticial y células de la teca; las células
de la granulosa y el cuerpo IUteo no se encuentran inervados pero presentan receptores
B-adrenérgicos, capaces de responder a los estimulos noradrenérgicos (Burden 1985;
Dissen y Ojeda 1999). El NOS transporta noradrenalina (NA), Neuropéptido Y (NPY) y el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Lawrence y Burden 1980; Klein y Burden 1988; Hsueh
y col., 1984; Aguado y Ojeda 1984a).

2) El nervio del plexo ovarico (NPO) acompaia a la arteria ovarica, se origina en su
mayoria del GCMS (Figura 10), (Baljet y Drukker 1979; Klein y Burden 1988; 1989; Vega
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Orozco y col., 2012), aunque también parte de sus fibras sensoriales se originan en el
ganglio nodoso y células ganglionares de la raiz dorsal las cuales descienden junto al
nervio vago y hacen sinapsis en el GCMS, para después arribar al ovario (Burden 1977
1978; 1985). Inerva principalmente la vasculatura (Klein y Burden 1988; Dees y col.,
1995). Este nervio esta formado por fibras de naturaleza simpatica (transportan NA vy
NPY) vy fibras sensoriales que llevan sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP)] (Burden 1978; 1985; Calka y col 1988; Klein y Burden 1988;
1989).

La SP y el CGRP actuan directamente sobre la regulacion del flujo sanguineo del
ovario, mas que sobre la esteroidogénesis o el desarrollo folicular (Leung y Adashi 2004;
Stener Victorin y col. 2004; Dees y col 1995; Klein y Burden 1988).

Figura 10. Esquema que muestra la trayectoria de la inervacidn ovarica de la rata, VO: vena ovdrica, NPO:
nervio del Plexo ovérico, NOS: nervio ovérico superior, LS: ligamento suspensorio, GCMS: ganglio celiaco
(tomado y modificado de Klein y Burden 1988).
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PARTICIPACION DE LA INERVACION OVARICA EN LA
MODULACION DE LAS FUNCIONES DEL OVARIO

El crecimiento folicular, la ovulacién y la esteroidogénesis ovarica son reguladas por
la inervacion que llega al ovario. En el analisis de la participacion de la inervacion ovarica
se han utilizado modelos en los que se estimulan las fibras nerviosas o bien se eliminan
éstas por medios quirurgicos o farmacoldgicos (Ojeda y col., 1980; Aguado y Ojeda,
1984a,b; Selstam y col., 1985; Morales-Ledesma y col., 1993, Chavez y col., 1991; Moran
y col., 2000; 2003; 2005; Vieyra, 2007; 2011; Zhang y col., 2010; Sosa y col., 2004;
Delgado y col., 2010; Vega Orozco y col., 2012).

En hembras pre-puberes, la seccion bilateral del NOS no afecta la ovulacion
espontdnea (Aguado y Ojeda 1984 a; Selstam y col., 1985;), mientras que la seccion
unilateral resulta en la disminucién de la cuota ovulatoria por el ovario denervado y
aumenta por el ovario inervado (Morales-Ledesma y col., 1993). En el animal adulto, la
seccion bilateral disminuye el nUmero de ovocitos liberados por el ovario derecho, 20 dias
después de la denervacidon (Chavez y col.,, 1991), mientras que la seccién del NOS-
derecho, realizada a las 17:00 hrs del proestro, disminuye la cuota ovulatoria por parte
del ovario denervado 24 horas post-denervacién (Ramirez 2011).

La seccion bilateral del NOS realizada a las 11:00 h 0 16:00 h del proestro, resulta en
la disminucidn de la concentracién de P4y E,, desde los primeros 4 min hasta los 24 min
después de la seccion (Aguado y Ojeda, 1984b), Mientras que la denervacién realizada
entre las 11:00 y 12:30 no modifica la concentracion de estradiol, pero la de progesterona
disminuye a los 30 min y se normaliza 4.5 h después de la denervacién (Erskine y Weaver
1988). En la rata de 16 dias de edad, la seccién del NOS-derecho, incrementa la
concentracion de P, a los cuatro dias post-cirugia, mientras que la seccién del NOS-
izquierdo lo hace a los 12 dias. Este efecto estimulante del NOS en la secrecidn de P4 se
invierte cuando se evaluan los efectos 16 dias post-denervacién. De igual manera, la
regulaciéon del NOS en la secrecién de E, depende del tiempo post cirugia, donde
inicialmente es estimulante y al final de su estudio es inhibitorio (Morany col., 2000).
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A principios de la década de los 80’s, se mostrd que en la rata adulta la informacion
neural que transcurre por el NOS participa en la secrecidén de progesterona, debido a que
la estimulacion eléctrica del nervio en el dia del diestro, incrementa la concentracion de
la hormona (Weiss y col., 1982; Zieher 1981). Estudios recientes de nuestro
laboratorio han permitido mostrar que en la rata adulta el NOS izquierdo y derecho
regulan de manera diferencial la secrecién de las hormonas ovaricas. Asi, la seccion del
NOS-izquierdo, a las 11:00 hrs del D1, incrementa la concentracion de P4 a las 24 hrs, y
disminuye cuando la cirugia se realiza a las 17:00 hrs del mismo dia del ciclo. En las
mismas condiciones experimentales la seccion del NOS-derecho no modificd la
concentracion de la hormona (Ramirez 2011).

La secrecion de E, es regulada de manera asimétrica por el NOS, y depende del dia
del ciclo estral y del tiempo post-denervacion. Esto se apoya en el hecho que el NOS-
izquierdo estimula la secrecién de estradiol en el dia del D1, mientras que el NOS-derecho
la inhibe en el dia del P (Ramirez 2011).

En la rata la seccién del NOS resulta en la disminucién de la concentracion de NA
ovdrica (Chavez y col., 1991; 1994), que se acompaiia por la disminucién del nimero de
foliculos grandes y aumento en el nimero de los foliculos atrésicos (Moran y col., 2000).
Estas alteraciones en la dinamica del crecimiento folicular podrian explicar la diminucién
de la respuesta ovulatoria por parte del ovario denervado (Morales-Ledesma y col.,
1993). Estos resultados tomados en conjunto sugieren que el NOS, participa en la
regulaciéon de las funciones ovaricas por medio de la actividad de sus fibras
noradrenérgicas (Chdvez y col., 1991; 1994; Moréan y col., 2000).

La mayor parte de las evidencias experimentales han postulado que la secrecién de
hormonas esteroides ovaricas es regulada por la NA aportada por el NOS, aunque no
podemos olvidar que por este paquete neural la génada recibe informacion peptidérgica,
entre ella se encuentra el VIP. Este péptido induce el incremento de P,y E; en respuesta a
la mayor expresion del complejo P450scc y de las aromatasas (Davoren y Hsueh 1985;
George y Ojeda 1987; D’abora y col., 2002).
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Se ha planteado la existencia de una comunicacion entre los ovarios por medio de
las fibras originadas en el ganglio celiaco, de donde se proyectan el NOS y el NPO (Aguado
y Ojeda 1984a). Es posible que la regulacidn de las funciones ovaricas no dependa sdélo de
la participacién de un solo tipo de informacidn nerviosa, sino mas bien sea el resultado de
la coordinacién de distintas vias nerviosas que llegan al ovario.

En apoyo a esto, se ha mostrado que cuando se realiza una simpatectomia por la
administraciéon del anticuerpo a NGF (NGF-ab), se produce retraso en la pubertad vy
aumenta el numero de foliculos totales, dado principalmente por los foliculos preantrales
(Lara y col., 1990b). Los autores sugieren que la alteracion en el crecimiento folicular se
produce en respuesta no sélo a la destruccién de las fibras simpdticas sino también de las
sensoriales. Esto se confirma por el hecho de que la eliminacion selectiva de la
informacién noradrenérgica por la inyeccién de guanetidina (GTD), produce una
respuesta contraria a la del NGF-ab, donde disminuye el numero total de foliculos, dado
principalmente por una caida en el numero de foliculos preantrales (Lara y col., 1990a).

Otras evidencias que apoyan la participacién de la inervacion sensorial en los
procesos reproductivos es la reportada por Moran (2003), quien mostré que en el animal
recién nacido la destruccion de la informacidn sensorial del ovario por la inyeccién de
capsaicina, retrasa la edad del primer estro vaginal, disminuye el nUmero de ovocitos
liberados y el porcentaje de animales prefiados.

La electro-estimulacién del NOS incrementa la actividad eléctrica del NPO, de igual
manera, la estimulacién del NPO resulta en mayor actividad del NOS (Klein y Burden
1988; Kagitani y col 2008). Lo cual plantea el posible intercambio de la informacién entre
el NOS y el NPO, y que de esta manera podria establecerse una via de comunicacién
entre los ovarios. Si bien, tanto por el NPO como del NOS llega NA al ovario, al NOS se le
ha asociado con la regulacion de la esteroidogénesis, mientras que al NPO con la
regulacion del flujo sanguineo. El grupo de Kagitani (2008) mostré que la estimulacidon
eléctrica del NOS o del NPO disminuye el flujo sanguineo y sélo la estimulacién del NOS
induce disminucién en la concentracion de estradiol.
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Con base en las evidencias que tenemos al momento, surge la idea de que las
funciones del ovario se realizan en respuesta a una coordinacién entre las diferentes
fibras nerviosas que recibe la génada.

EL SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO (SOPQ)

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es considerado la causa mas frecuente de
esterilidad femenina relacionada con anormalidades en el funcionamiento del eje
reproductivo (Yen 2001; Matalliotakis y col., 2006). EI SOPQ, es un desorden endocrino
que afecta del 3 al 10% de las mujeres en edad reproductiva, las cuales presentan
alteraciones heterogéneas que incluyen anovulacién crénica, amenorrea e infertilidad,
hiperandrogenismo clinico o bioquimico y desarrollo de quistes ovaricos (Arizaga 2007;
Goodarzi y col.,, 2011). Estas caracteristicas pueden ser modificadas por factores
ambientales como la dieta, el ejercicio y el estrés (Rosa-E-Silva y col. 2003; Krishna B. y
col. 2005; Mira 2005).

Las primeras evidencias obtenidas sobre el SOPQ son los provenientes de estudios
de Stein y Leventhal entre 1920 y 1925, quienes documentaron y relacionaron este
sindrome con un cuadro de amenorrea e hirsutismo acompafiado de obesidad. Stein, en
1935, documentd que tras una recesidn ovarica bilateral en forma de cufia, se restablecia
la fertilidad de la paciente y se observaba normalizacidn de los ciclos ovaricos, con lo cual
se postuld que estos padecimientos se debian a una alteracién propia del ovario,
llamandolo en principio como la enfermedad ovarica poliquistica (Yen 2001; Arizaga 2007,
Goodarziy col. 2011).

En las ultimas dos décadas el Instituto Nacional de Salud de EU ha tratado de
buscar una definicién para el SOPQ; en 1990 se llegd al acuerdo de diagnosticarlo como
SOPQ cuando se presenten los siguientes sintomas, evidencias clinicas o bioquimicas
(Mira 2005):

Hiperandrogenismo
Oligoamenorrea o amenorrea
Morfologia poliquistica

Ll S

Exclusién de otras enfermedades como Cushing, hiperplasia adrenal
congénita, hiperprolactinemia u enfermedades tiroideas o virilizantes
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Entre el 75 y 80% de las pacientes que presentan ovario poliquistico, realmente
tienen el sindrome, en muchos casos se debe descartar hipogonadismo
hipogonadotrépico u ovarios multifoliculares. En la mujer, el desarrollo de quistes
ovdricos se caracteriza por presentar foliculos quisticos periféricos y redondos con
hipertrofia del estroma y de las células tecales (Yen 2001; Mira 2005). Actualmente se
sabe que en el SOPQ, existen alteraciones bioquimicas en la fisiologia de la paciente, 35-
90% de las pacientes presentan hiperandrogenismo y en la gran mayoria de ellas se
acompafia del incremento de las concentraciones de LH y de la relacién LH/FSH, por
arriba de 2/1 (Franks y col., 1998; 2005; Abbott y col., 2005; 2008; Xita y Tsatsoulis, 2006;
Stener-Victorin y col. 2004; 2005). Sélo del 1-5% de la poblaciéon reune las caracteristicas
clinicas para ser diagnosticada con SOPQ, excluyendo a las pacientes con formas leves de
la patologia (Mira 2005; Arizaga 2007; Manni y col., 2006). Alrededor del 25% de las
pacientes con SOPQ presentan irregularidades menstruales y 50% presenta hirsutismo y
sindrome metabdlico. Todo esto en conjunto revela que el SOPQ posee un fenotipo
heterogéneo, en el que es mas dificil delimitar grupos clinicos y acordar un diagnéstico en
comun (Manni y col., 2006).

Las pacientes pueden ser identificadas por presentar problemas reproductivos, en el
hipotalamo se presentan alteracion en la amplitud y frecuencia de la secrecidon de GnRH,
lo cual en la hipdfisis genera isoformas basicas de LH con mayor bioactividad, disminucion
de la secrecién de FSH y en el foliculo ovarico hiperactividad de las células de la teca e
inactividad de las células de la granulosa, lo que genera la formacién de quistes ovaricos,
anovulacién y concentraciones altas de andrégenos, bajas de progesterona vy
concentraciones ténicas de estrégenos que generan un circuito dificil de poder discernir
en donde se inicia. Ademas de esto, muchas de las pacientes suelen presentar problemas
metabdlicos, como obesidad, insulino-resistencia y diabetes tipo 2, e incluso problemas
de salud en general (Barria y col., 1993; Yen 2001; Mira 2005).

La complejidad del sindrome lleva a la necesidad de buscar alternativas para el
estudio de la disfuncién, con el fin de contribuir a la explicaciéon de los factores que
desencadenan su desarrollo. Varias de las caracteristicas del SOPQ observadas en
mujeres, han sido reproducidas experimentalmente. El uso de distintas metodologias y
modelos animales han servido para entender el desarrollo y fisiopatologia del SOPQ
(Abbot y col., 2005). Un método no farmacoldgico para inducir el SOPQ es, mediante la
exposicidon a luz constante, que resulta en la formacion de quistes ovaricos e
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irregularidades en el ciclo reproductivo. Otro es el blogueo del sistema limbico, mediante
lesiones electroliticas, que produce la desregulacion en el control de la secrecién de
GnRH, involucrada en el control de las funciones ovaricas (Singh KB. y col. 1967; 1969 a y
b; Krishna y col., 2005).

Poco se sabe sobre los mecanismos neurales involucrados en la induccion del SOPQ;
la inyeccién de hormonas esteroides, logran ademas de reproducir la morfologia ovarica
del sindrome, las caracteristicas endocrinas observadas en otros modelos animales y en el
humano. Una de las caracteristicas mas evidentes en el SOPQ en humanos es la presencia
de hiperandrogenismo. En la rata, puede ser reproducido por la administracién de
andrégenos, 5B dihidroxi-testosterona (5B-DHT), sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS) o propionato de testosterona (PT), los cuales son utilizados por ser andrégenos
capaces de desarrollar quistes ovaricos y producir la condicidon anovulatoria; sin embargo,
las concentraciones de gonadotropinas y estradiol son similares a aquellas hembras que
no fueron administradas con ningun farmaco, razén por la cual no desarrollan todas las
caracteristicas observadas en la mujer (Krishna y col., 2005).

El modelo animal mas utilizado para inducir el sindrome es generado mediante la
inyeccién de valerato de estradiol (VE), éste produce el desarrollo de quistes foliculares
caracterizados por un engrosamiento de la capa de las células de la teca y disminucién en
el nimero de células de la granulosa, lo que conlleva a la disminucién de la concentracién
de estradiol en el organismo y que, como mecanismo de retroalimentacidn genera en la
hipdfisis aumento en la secrecion de LH y disminucidn en la de FSH, al mismo tiempo, en
el hipotdlamo se produce aumento en la frecuencia y amplitud del patrén de secrecién de
GnRH (Franks 2005). El SOPQ no sélo resulta de alteraciones enddcrinas, actualmente se
acepta que puede estar asociado a la alteracién en la actividad del sistema nervioso
periférico (Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). En apoyo a esta idea, el grupo de
Lara (1993) mostré que previo al desarrollo del SOPQ, se produce hiperactividad de las
fibras simpaticas que llegan al ovario y que la estimulacién por electro-acupuntura en la
zona en donde se originan los nervios ovaricos, resulta en la desaparicion de los quistes
foliculares (Stener-Victorin y col., 2005).

El andlisis por histofluorescencia de los ovarios con SOPQ inducido por VE, demostré
una mayor densidad de fibras catecolaminérgicas, que ha sido atribuido al incremento en
el NGF ovdrico y disminucién de su receptor de baja afinidad p75 (Lara y col., 1993). El
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NGF es una citosina que al adherirse a su receptor especifico, produce una cadena de
sefializacion que viaja de manera retrégrada en la neurona intraovarica y actla sobre el
ganglio celiaco facilitando la producciéon de una mayor cantidad de TH, enzima encargada
de la sintesis de catecolaminas. Estas evidencias han permitido sugerir que el sindrome se
origina en respuesta a la hiperactividad del sistema simpatico (Hemmings y col., 1983;
Schulster y col., 1984; Brawer y col 1978; 1986; Lara y col., 2000; Dissen y col., 2000;
Rosa-E-Silva 2003).

En estudios clinicos se ha demostrado que el corte en cufia del ovario,
especialmente de aquella regidn que incluye el hilio (el punto donde los nervios entran al
ovario), es efectivo en pacientes que no presentan respuesta al tratamiento convencional
con citrato de clomifeno, lo cual sugiere que la informacién que llega al ovario por el
hilio, puede ser crucial en la regulacién de las funciones ovdricas. Para demostrar que el
SOPQ es el resultado de una mayor actividad simpdatica del ovario, el grupo de Barria
(1993) realizd la seccidn bilateral del NOS, principal fuente catecolaminérgica del ovario y
observaron el restablecimiento del ciclo estral y de las funciones ovaricas. Esto se
produce acompafado por la normalizacidn de la concentracion ovarica de noradrenalina
y del NGF intraovarico (Lara y col. 1993; 2000; 2002).

En el 2010 sugerimos que el SOPQ no solamente se debe a la mayor actividad de las
fibras simpaticas, dada por el incremento en la concentracidén de noradrenalina, ya que la
seccion unilateral del NOS restablece la funcion ovarica del ovario inervado, no asi en el
denervado (Morales-Ledesma 2010).

Por los resultados que se han generado por nuestro grupo de trabajo, planteamos
gue el desarrollo del SOPQ no sélo depende de la noradrenalina que llega al ovario por el
NOS, sino que también participa el VIP y la informacién neural que llega por el NPO y por
el nervio vago. En la rata con SOPQ a la cual se le realiza la seccién del NOS, la
estimulacion con VIP aumenta la secrecion de testosterona solamente cuando el ovario
estimulado es el izquierdo, resultados que sugieren un aporte diferencial de VIP por el
NOS (Parra y col., 2007; Rosas 2006; 2011). Por otra parte, hemos observado que la
vagotomia uni o bilateral resulta en el restablecimiento de la funcidn ovulatoria por
ambas gonadas y la normalizacién de la concentracion de las hormonas esteroides
(Linares 2011). El hecho de que ambos ovarios respondan, nos lleva a pensar que existe
un mecanismo por el cual se comunican los ovarios y que podria estar dado en el ganglio
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celiaco, donde se localizan los somas del NOS, del NPO vy fibras provenientes del vago
(Sosa y col. 2000; Casais y col. 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOPQ se ha asociado con una mayor actividad de las fibras simpaticas que llegan al
ovario por el NOS, de manera que si se realiza la seccidon bilateral del nervio se
restablecen las funciones ovaricas. Sin embargo, la seccién unilateral del NOS resulta en
el restablecimiento de la ovulacién por la gbnada inervada aun cuando la concentracion
de NA es alta, en tanto que, en el ovario denervado disminuye significativamente la
concentracion de la amina pero no ovula. Estos resultados nos hacen pensar que el
SOPQ no solo es originado por la hiperactividad de las fibras simpaticas que llegan por el
NOS, sino que podrian estar participando otras vias como el nervio del plexo ovarico. El
hecho de que responda el ovario inervado podria ser el resultado de una comunicacion

neural entre los ovarios, que podria estar dada por el NPO.

Algunas de las evidencias que apuntan a una comunicacién entre los ovarios a través del
NOS vy el NPO son:

1) Estudios inmunohistoquimicos muestran que a nivel del GCMS se encuentran los
somas de las neuronas que van a original al NOS y NPO.

2) Ante la estimulacidon eléctrica del NOS, se registra un incremento de la actividad
eléctrica del NPO, de igual forma la estimulacion del NPO, resulta en la activacion
del NOS.

Por lo que en el presente estudio, se decidid analizar la participacién conjunta de la
informacién neural aportada por el NOS y el PO sobre el desarrollo y mantenimiento del
SOPQ.
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HIPOTESIS

Si en el animal con SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, la denervacion unilateral
del NOS restablece las funciones de la génada inervada, por una posible comunicacién
interovarica a través del NPO. Entonces, la seccién unilateral del NPO resultara en el
restablecimiento de las funciones ovaricas en ambas génadas.
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OBIJETIVOS

GENERAL:

Analizar en la rata hembra adulta y en el modelo del animal con SOPQ, inducido con VE, la
posible comunicacion interovarica a través del NOS y del NPO, en la regulacidn de las
funciones ovadricas.

PARTICULARES:

1. Analizar en el animal sin patologia la participacidon de la informacién neural
aportada por el nervio ovarico superior y el plexo ovdrico en las funciones del
ovario.

2. Analizar en el modelo del animal con SOPQ, el efecto de la seccidon unilateral
del NOS o del NPO realizada en la etapa juvenil sobre la ovulacidn espontaneay
la secrecion de progesterona y estradiol en la etapa adulta.

3. Analizar en el modelo del animal con SOPQ, el efecto de la seccién del NOS mas
la seccién ipsilateral (del mismo lado) o contralateral (del lado contrario) del
NPO realizada en la etapa juvenil, sobre la ovulacién espontanea y la secrecién
de progesterona y estradiol en la etapa adulta.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa ClI-ZV, mantenidas en

condiciones de bioterio, con luces encendidas de 5:00 a 19:00 hrs, a 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 experimentacién (NOM-

062-Z00-1999), especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los

animales de laboratorio. Al nacimiento, los animales se colocaron en grupos de seis crias

por camada (cinco hembras y un macho). Los animales se asignaron al azar en alguno de

los siguientes grupos experimentales, cada uno de ellos formado de 8 animales.

Grupo Testigo: Se utilizaron animales sin tratamiento sacrificados a los 90+2
dias de edad, cuando presentaron un estro vaginal.

Tratamiento con valerato de estradiol: A los diez dias de edad por via
intraperitoneal se administraron 2 mg de VE (Sigma-Aldrich St.Louis Mo USA),
disuelto en 0.1 ml de aceite de maiz. Al llegar a los 24 dias de edad, los
animales fueron sometidos a alguna de las siguientes cirugias:

>

Operacion simulada: Hembras de 24 dias de edad, sin tratamiento o con
VE, fueron anestesiadas con éter, se les realizd una incision dorso lateral en
la piel y el musculo de aproximadamente 1cm y sin tocar ningln érgano, se
suturé la herida (Figura 11).

Seccion unilateral del NOS: Hembras de 24 dias de edad, sin tratamiento o
con VE, al igual que el grupo anterior, se anestesiaron y se realizé una
incision dorso lateral de piel y musculo, se exteriorizé el ovario unido al
utero, se identificé el ligamento suspensorio y al NOS y se procedid a
realizar la seccion unilateral del nervio. El ovario se regresé a la cavidad
peritoneal y se procedio a suturar la herida (Figura 11).

Seccion unilateral del NPO: Hembras de 24 dias de edad, sin tratamiento o
con VE, una vez anestesiadas se realizd una incision dorso lateral de piel y
musculo se exteriorizdé el ovario unido al Utero, se identificé la arteria
ovarica por la cual transcurre el NPO, se ligd la arteria, se identificé y
separd el paquete nervioso y se procedid a realizar la seccién unilateral del
nervio. El ovario se regreso a la cavidad peritoneal y se procedio a suturar la
herida (Figura 11).

Secciéon del NOS mas la seccidon del NPO: Hembras de 24 dias de edad, sin
tratamiento o con VE, una vez anestesiadas se les realizdé la seccidn
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unilateral del NOS izquierdo o derecho y, en el mismo acto quirdrgico se
secciond el NPO izquierdo o derecho (Figura 11).

En los grupos de animales inyectados con VE, se procedid a revisar diariamente la
vagina a partir del dia 15 de edad. En los grupos sin VE, se inicio la revisidon alrededor de
los 30 dias de edad. En todos los grupos, se realizé la toma de frotis por un lapso de 2
semanas, antes de que los animales fueran sacrificados (Figura 11).

Los animales fueron sacrificados por decapitacién a los 90+2 dias de edad en el dia
del estro vaginal, para ello al momento de presentar un estro vaginal tipico se registro el
peso corporal y se llevo el sacrificio por decapitacién, se colecté la sangre del tronco, se
dejé coagular a temperatura ambiente, se centrifugd a 3500 r.p.m. y el suero se dividié en
alicuotas, las que inmediatamente se congelaron a -20 °C. En el suero se cuantificaron
las concentraciones de estradiol y progesterona por radioinmunoanalisis (RIA). En el
momento de la autopsia, se disecaron los oviductos siguiendo la metodologia habitual
del laboratorio y, con la ayuda de un microscopio estereoscépico se buscd y contd los
ovocitos presentes tal como ha sido realizado en estudios previos (Morales y col.,1998).

Cuantificacion de hormonas esteroides: la concentracion plasmatica de
progesterona y estradiol fue determinada por RIA de fase sélida, mediante reactivos
comerciales Coat-A- Count (Diagnostic products, Los Angeles, CA, USA).

Para ello, en tubos de polipropileno que ya contienen el anticuerpo especifico
antiprogesterona o antiestradiol, se adicionaron 100 pul de la muestra problema, ademas

de 1ml de la hormona marcada 1**°

. Para facilitar la reaccién, la mezcla se agité en un
vortex durante un minuto y se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente, se
decantd la muestra y se removié el exceso de liquido, se determind la concentracion de
hormona en la muestra con la ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra
5005 Packard ™, en funcién de las cuentas por minuto y una curva de calibracién (0.1- 40

ng/ml) para progesterona y (20-500 pg/ml) para estradiol.

Analisis Estadistico: Los resultados del numero de ovocitos liberados y la edad de
apertura vaginal fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
de U de Mann-Whitney. Los resultados del peso de los ovarios, del Utero y la
concentracion sérica de hormonas esteroides fueron analizados por la prueba de Andlisis
de Varianza Multifactorial, seguida por la prueba de Tukey. Cuando se compararon dos
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grupos experimentales, se utilizaron la prueba de “t” de Student. Se consideraron como
estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a

0.05.
Cll-zv
TA 10 Dias
ST VE

24 Dias

oSl SNOI SPOI SNOI+SPOI SNOI+SPOD

0oSD SNOD SPOD SNOD+SPOD SNOD+SPOI
90 Dias

SACRIFICIO

Figura 11. Diagrama de flujo de los grupos experimentales. Donde (ClI-ZV), es la cepa de ratas utilizadas,
(VE) se refiere a la inyeccion de Valerato de estradiol, (ST) son las hembras sin inyeccion, OSI operacion
simulada izquierda, OSD operacidn simulada derecha, SNOI seccién del nervio ovdrico superior izquierdo,
SNOD seccién del nervio ovarico derecho, SPOI seccion del plexo ovérico izquierdo, SPOD seccidon del plexo
ovdrico derecho. En el caso donde se realizaron ambas cirugias esto es indicado con el signo de +.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO UNO: EFECTO DE LA OPERACION
SIMULADA EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES
OVARICAS

INICIO DE LA PUBERTAD

Las hembras sometidas a la laparotomia izquierda presentaron retraso en la edad
en la cual se presenta la canalizacién de la vagina, mientras que en las hembras con
laparotomia derecha se adelantd, respecto al grupo control (Tabla 1).

TRATAMIENTO | EDAD DE APERTURA VAGINAL

38.6+0.79
41.5+0.78+

36.810.76+
+ P <0.05vs. TA (prueba de ANDEVA, seguida por la prueba de Tukey).

Tabla 1. Media * e.e.m. de la edad de apertura vaginal (dias) de hembras sin tratamiento (TA), o
sometidas a la laparotomia izquierda (OSI); o derecha (OSD), sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias
de edad).

RESPUESTA OVULATORIA
En las hembras sometidas a la laparotomia izquierda o derecha, no se modificé la
respuesta ovulatoria (Tabla 2).

PROPORCION DE ANIMALES
TRATAMIENTO OVULANTES NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

ol oD ol oD
15/17 16/17 4.7+0.69 5.7+0.67
12/13 12/13 4.6%0.43 6.41+0.66

10/13 10/13 5.1+0.5 5.5+0.68

Tabla 2. Proporcidn de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo (Ol), derecho (OD) de hembras sin tratamiento (TA), o sometidas a la laparotomia
izquierda (OSI); o derecha (OSD) sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).
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PESO CORPORAL, MASA OVARICA Y PESO DEL UTERO

La operacién simulada no modificé el peso corporal, de los ovarios ni del Utero
(Tabla 3).

TRATAMIENTO |PESO CORPORAL |PESO DE OVARIOS PESO
ol oD UTERO
233.0£5.06 20.3£1.07 19.5+1.11 162.0+£11.0
226.0+6.47 17.941.17 18.0+1.48 153.319.3
241.4+3.69 19.4+1.37 19.7+1.31 163.416.3

Tabla 3. Media * e.e.m. del peso corporal (g), y peso relativo (mg/100g P.C.) del ovario izquierdo
(Ol), derecho (OD) y del utero de hembras sin tratamiento (TA), o sometidas a la laparotomia
izquierda (OSI); o derecha (OSD), sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

ESTEROIDOGENESIS

En las hembras con laparotomia izquierda o derecha no se modificé la
concentracién sérica de progesterona (Figura 12).

ng/ml PROGESTERONA
12 4

10 - -[

TA osl OosD

Figura 12. Media * e.e.m. de la concentracién de progesterona (ng/ml) de hembras sin tratamiento
(TA), o sometidas a la laparotomia izquierda (OSl); o derecha (OSD), sacrificadas al estro vaginal (90%2
dias de edad).
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En hembras con la laparotomia derecha se observé disminucion en la concentracién
de estradiol, en comparacién con las hembras del grupo control y con aquellas
hembras sometidas a la laparotomia izquierda (Figura 13).

pg/ml ESTRADIOL
450 -

400 -

350 -~

300 -
250 -~
200 -~

150 -

100 -

50 -

0 -

TA osl OsD

+P<0.05vs. TAy OSI (prueba de ANDEVA, seguida por la prueba de Tukey).

Figura 13. Media + e.e.m. de la concentracion de estradiol (pg/ml) de hembras sin tratamiento (TA), o
sometidas a la laparotomia izquierda (OSI); o derecha (OSD), sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias
de edad).
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EXPERIMENTO DOS: EFECTO DE LA SECCION
UNILATERAL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR (NOS) O
DEL NERVIO DEL PLEXO OVARICO (NPO) EN LA
REGULACION DE LAS FUNCIONES OVARICAS

INICIO DE LA PUBERTAD
La seccion del nervio del plexo ovarico izquierdo adelanté la edad de apertura
vaginal, en comparacién con su grupo con operacién simulada (Tabla 4).
TRATAMIENTO EDAD DE APERTURA
VAGINAL
41.5+0.78
38.5%£1.05
36.1+0.98 +

36.8+0.76

39.5+0.72

37.1£1.12

+ P < 0.05 vs. su respectiva operacion simulada; (prueba de ANDEVA, seguida de una prueba de
Tukey).

Tabla 4. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal (dias) de hembras sometidas a la laparotomia
izquierda (OSl), derecha (OSD), o a la seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD), plexo ovérico izquierdo (SPOI), derecho (SPOD), sacrificados al estro vaginal (9012 dias de
edad).

RESPUESTA OVULATORIA

La SNOI o SPOI no modificd la respuesta ovulatoria, cuando se compard con los
animales control (Tabla 5).

La seccion del NOS derecho, resulté en el incremento del nimero de ovocitos
liberados por la gonada intacta, cuando se compara con aquellos animales con
laparotomia del mismo lado (Tabla 5).
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En las hembras sometidas a la SPOD disminuyd la cuota ovulatoria de ambos
ovarios, en comparacién con el grupo con SNO del mismo lado (Tabla 5).

PROPORCION DE ANIMALES | NUMERO DE OVOCITOS
TRATAMIENTO |OVULANTES LIBERADOS

Ol oD Ol oD
12/13 12/13 4.6 +0.43 6.4 +0.66
9/15 11/15 4.2+0.64 7.1£1.0.3

4.0 £+0.5 7.7+1.04

10/19

5.10.5 5.5+0.66
12/13 11/13 8.3+1.01+ 6.6+1.00

11/17 517 |ses0ase  s7s07e |

+ P < 0.05 vs. su respectiva operacion simulada; & P < 0.05 vs. su respectivo SNO (prueba de ji2
para la tasa de animales ovulantes), (prueba de Kruskall Wallis seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney para el numero de ovocitos liberados).

Tabla 5 Proporcién de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo (Ol), derecho (OD), de hembras sometidas a la laparotomia izquierda (OSl), derecha
(OSD), o a la denervacién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) derecho (SNOD), plexo ovarico
izquierdo (SPOI), derecho (SPOD), sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

PESO CORPORAL, MASA OVARICA Y PESO DEL UTERO

Las hembras sometidas a la SPOI o a la SNOI presentaron mayor peso corporal en
relaciéon con aquellos animales sometidos a la laparotomia del mismo lado. En los
animales con SNOD fue menor el peso corporal en relaciédn con su grupo con
laparotomia. Con la SPOD no modificé el peso corporal, respecto a su grupo con
operacion simulada, pero es mayor si se compara con el grupo con SNOD (Tabla 6).

La seccion del NPO-izquierdo incrementd el peso del ovario inervado y del utero,
respecto a su grupo control (Tabla 6).
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TRATAMIENTO | PESO PESO DE OVARIOS PESO
CORPORAL ol oD UTERO

226.0+6.47 17.89+1.17 18.01+1.48 153.27+9.32
248.3+12.06+ 18.2+1.17 19.18+1.29 144.3+£16.15
242.614.34+ 15.69+1.47 22.3+1.14+ 175.14+7.9+&

241.4+3.69
227.0+6.66+

19.37+£1.37 19.74+1.37 163.42+6.29
18.21+1.89 16.19+0.96 184+7.57
19.06+1.35 17.13+1.47 172.17+10.8

+ P < 0.05 vs. su respectiva operacion simulada; & P < 0.05 vs. su grupo con seccion del NOS;
(prueba de ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey).

Tabla 6. Media + e.e.m. del peso corporal (g) y del peso relativo (mg/100g P.C ) del ovario izquierdo
(Ol), derecho (OD) y del utero de hembras sometidas a la laparotomia izquierda (OSI), derecha (OSD),
o a la denervacién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI), derecho (SNOD), plexo ovdrico
izquierdo (SPOI), derecho (SPOD). Todos los animales fueron sacrificados al estro vaginal (90+2 dias
de edad).

ESTEROIDOGENESIS

Las hembras con SNOI, presentaron disminucién de la concentracién de
progesterona respecto al grupo con laparotomia (Figura 14).

Los animales sometidos a la SPOI, presentaron mayor concentraciéon de
progesterona respecto a hembras que fueron denervadas del NOS izquierdo (Figura
14).

La seccién del NOS derecho incrementé la concentracién de progesterona, en
relacion con aquellas hembras laparotomizadas o de aquellas hembras que fueron
seccionadas del NOS izquierdo (Figura 14).

La concentracion de estradiol en hembras con SNOI o SPOI fue menor a la
presentada por las hembras con operacién simulada. La operacién simulada derecha
produjo una menor concentracion de estradiol, la cual disminuyd mas cuando se
practicé la seccién del NOS o del plexo derecho. Cuando se compard la
concentracion de estradiol entre los animales con seccion del NPO derecho y los del
plexo izquierdo se observé que en éstos ultimos la concentracion fue mayor (Figura
14).
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EXPERIMENTO TRES: EFECTO DE LA SECCION
UNILATERAL DEL NOS SEGUIDA DE LA SECCION DEL
NPO, EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES
OVARICAS

INICIO DE LA PUBERTAD
Las hembras con secciéon del NOS + NPO izquierdos, presentaron atraso en la edad

de apertura vaginal en comparacion con las hembras con seccién del NPO izquierdo
(Tabla 7).

La seccidn del NOS + NPO derecha, resulté en un adelanto de la edad de apertura
vaginal en comparacién con las hembras con seccion del NOS derecho (Tabla 7).
TRATAMIENTO | EDAD DE APERTURA VAGINAL

38.5+1.05
36.1+0.98

39.7 £ 0.33#
39.00 £ 0.32

39.5+0.72
37.1+1.12

37.37 £0.37+*

38.58 + 0.35

+P < 0.05 vs. su respectiva SNO; # P < 0.05 vs. su respectiva SPO; *P < 0.05 vs. SNOI + SPOI (prueba
de ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey).

Tabla 7. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal (dias) de hembras con seccion del NOS
izquierdo (SNOI), derecho (SNOD), del plexo izquierdo (SPOI), derecho (SPOD) o la combinacién de la
seccion del NOS mas la seccién del NPO (SNOI +SPOI, SNOI + SPOD, SNOD + SPOD, SNOD + SPOI).
Sacrificadas al estro vaginal (9042 dias de edad).

RESPUESTA OVULATORIA

La seccidn del NOS izquierdo seguida de la seccidon del NPO del mismo lado, bloqued
la ovulacidon por el ovario denervado; en el ovario intacto se observd ovulacién
compensadora (Tabla 8).
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Con la seccién del NOS y del NPO del lado derecho disminuyd la tasa de animales
ovulantes por el ovario denervado, sin cambios en el ovario intacto; la cuota
ovulatoria por ambos ovarios fue normal (Tabla 8).

Las hembras con SNOI + SPOD 6 SNOD + SPOI no se observaron diferencias
significativas entre si respecto al nimero de animales ovulantes o del niumero de
ovocitos liberados (Tabla 8).

PROPORCION DE ANIMALES
OVULANTES NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

ol \ oD ol oD

TRATAMIENTO

9/15 11/15 2.5+0.664 5.2+1.12
10/16 16/16 4.0 £+0.5 6.8+0.95

0/10+# 8/10 O+# 13.5+1.67+#
9/13 6/13 5.77 £ 0.68 8.00 +2.22

12/13 11/13 7.611.12 5.6+1.08
9/14 7/14 5.5 0.5 4.1+0.9

11/11* 3/11+#* 7.27 £1.49* 5.0 + 1.5*

8/12 7/12 5.25+1.42 6.42+1.21
+P < 0.05 vs. su respectiva SNO; # P < 0.05 vs. su respectiva SPO; *P < 0.05 vs. SNOI + SPOI (prueba
de ji2 para la tasa de animales ovulantes), (prueba de Kruskall Wallis seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney para el numero de ovocitos liberados).

Tabla 8 Proporcién de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos por el ovario
izquierdo (Ol), derecho (OD) de hembras con seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD), del
plexo izquierdo (SPOI), derecho (SPOD) o la combinacién de la seccién del NOS mas la seccién del
NPO (SNOI +SPOI, SNOI + SPOD, SNOD + SPOD, SNOD + SPOI). Sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias
de edad).

PESO CORPORAL, MASA OVARICA Y PESO DEL UTERO

En las hembras con seccion del NOS + NPO izquierdo disminuyé el peso del ovario
denervado respecto al grupo con seccion del NOS-izquierdo (Tabla9).

La seccidn del NOS izquierdo seguida de la seccién contralateral del NPO incrementé
el peso del ovario izquierdo y disminuyé el ovario derecho, respecto al grupo con
seccién del NOS seguida de la del NPO del lado izquierdo (Tabla 9).

La denervacién del NOS izquierdo +NPO izquierdo o derecho resultd en el aumento
del peso del utero, cuando se compard con las hembras con seccidn del NOS del
mismo lado (Tabla 9).
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EXPERIMENTO CUATRO: EFECTO DE LA
ADMINISTRACION DE (VE) EN LA REGULACION DE LAS
FUNCIONES OVARICAS

INICIO DE LA PUBERTAD

En las hembras inyectadas con VE se adelantd la edad en la cual se presenta la
canalizacion de la vagina (Tabla 10).

TRATAMIENTO |EDAD DE APERTURA
VAGINAL

38.6+0.79
37.7+1.10

*P < 0.05 vs. Vh; + P <0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA, seguida por la prueba de Tukey).

Tabla 10. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal (dias) de hembras sin tratamiento (TA),
sometidas a la inyeccion de vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), Sacrificadas al estro vaginal
(90+2 dias de edad).

RESPUESTA OVULATORIA
En las hembras sometidas a la inyeccidn de VE, la proporcién de animales ovulantes
fue menor, respecto a su grupo sin tratamiento o inyectado con Vh (Tabla 11).

PROPORCION DE
TRATAMIENTO |ANIMALES OVULANTES NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

Ol oD Ol oD
15/17 16/17 5.4+0.62 6.1+0.61
10/14 10/14

6.5+0.56 6.4+0.76

*P < 0.05 vs. Vh; + P <0.05 vs. TA, (prueba de ji2 para la tasa de animales ovulantes), (prueba de
Kruskall Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney para el nimero de ovocitos
liberados), en el paréntesis se expresa la cantidad de ovocitos liberados, por cada uno de los dos
animales del grupo que ovularon.

Tabla 11. Proporcidn de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo (Ol), derecho (OD), de hembras sin tratamiento (TA), sometidas a la inyeccién de
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), Sacrificadas al estro vaginal (9042 dias de edad).

59



JUAN ANTONIO DIAZ RAMOS

PESO CORPORAL, MASA OVARICA Y PESO DEL UTERO

El peso corporal de los animales tratados con VE fue menor, respecto al testigo
absoluto. Los animales que fueron inyectados con Vh o VE, presentaron menor peso
de los ovarios, cuando se compara con el grupo testigo absoluto. El peso del utero
disminuyd de manera significativa en los grupos VE y Vh en comparacién con las
hembras sin tratamiento (Tabla 12).

TRATAMIENTO PESO PESO DE OVARIOS PESO DEL
CORPORAL ol oD UTERO
233.045.06 20.3+1.07 19.4+ 1.11 161.9+ 10.98

254.5%6.29 15.3+ 1.21+ 16.5+ 1.13+ 144.7+ 8.52+
248.9+4.46+

+ P <0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA, seguida de una prueba de tukey).

Tabla 12. Mediat e.e.m. del peso corporal(g), y peso relativo (mg/100 p.c) del ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD) vy del Gtero (mg), de hembras sin tratamiento (TA), sometidas a la inyeccion de
vehiculo (Vh) o Valerato de estradiol (VE), Sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

ESTEROIDOGENESIS
En hembras con VE no se modificd la concentracion de progesterona, mientras que

la concentracion de estradiol fue menor a la presentada por las hembras inyectadas
con Vh o sin tratamiento (Figura 16).
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EXPERIMENTO CINCO: EFECTO DE LA SECCION
UNILATERAL DEL NOS O DEL NPO EN LA REGULACION
DE LAS FUNCIONES OVARICAS EN EL ANIMAL CON
SOPQ.

RESPUESTA OVULATORIA

Las hembras con inyeccion de VE y denervacidon del NOS izquierdo o derecho
presentaron una cuota ovulatoria estadisticamente menor por el ovario denervado
en comparacioén del ovario inervado (Tabla 13).

En las hembras con inyeccion de VE, la seccién del PO izquierdo indujo la ovulacién
por ambos ovarios en el 56% de los animales, mientras que cuando se secciono el
plexo derecho ovuld el 63% (Tabla 13).

PROPORCION DE ANIMALES | NUMERO DE OVOCITOS
TRATAMIENTO | OVULANTES LIBERADOS

ol oD ol oD

1/14 2/14 (3) (2,5)

2/10 8/10+ (1,1) 5.0£0.59

3/9 43128 6.0+1.5

8/10+& 2/108& 6.2+0.68 (5,3)

4/16 6/16 5.0£1.2 5.8+1.7

+P < 0.05 vs. VE; & P < 0.05 vs. SNOI (prueba de ji2 para la tasa de animales ovulantes). En el
paréntesis se expresa la cantidad de ovocitos liberados, por cada uno de los dos animales del
grupo que ovularon.

Tabla 13. Proporcion de animales ovulantes y Media + e.e.m. de la del nimero de ovocitos por el
ovario izquierdo (Ol), derecho (OD), de hembras inyectadas con Valerato de estradiol (VE) y
sometidas a la denervacion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) derecho (SNOD), plexo
ovarico izquierdo (SPOI), derecho (SPOD). Sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

PESO CORPORAL, MASA OVARICAY PESO DEL UTERO
En las hembras con SOPQ denervadas del PO izquierdo, el peso corporal fue mayor
en comparacién con los animales con seccién del NOS del mismo lado (Tabla 14).
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El grupo VE SPOI o VE SNOD presentaron incremento en el peso del Utero, en

comparacion del grupo inyectado solo con VE (Tabla 14).

PESO
TRATAMIENTO | CORPORAL PESO DE OVARIOS PESO UTERO

(0] oD
15.7+1.39 16.1+1.38

248.8+ 4.46 141.9+10.92

171.73+8.88

18.12+1.39  17.7+1.26
14.31+2.15  16.25+2.01

235.848.35
246.3+5.25

19.39+1.34
19.74+1.16

16.71+1

19.55+2.7 175.56+11.83

*P < 0.05 vs. VE; & P < 0.05 vs. SNO; (prueba de ANDEVA, seguida de Tukey).

Tabla 14. Media = e.e.m. del peso corporal (g), peso relativo (mg/100g p.c) del ovario izquierdo
(Ol), derecho (OD) y utero de hembras inyectadas con Valerato de estradiol (VE) y sometidas a la
denervacidn del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) derecho (SNOD), plexo ovarico izquierdo
(SPOI), derecho (SPOD). Sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

ESTEROIDOGENESIS

La seccion del NOS o del NPO en animales tratados con VE no modificod la
concentracion de progesterona (Figura 17).

El grupo de animales con SOPQ y denervados del NOS izquierdo, presentaron
disminucion de la concentracién de estradiol, que no llegd a ser significativa
(Figura 17).

La denervacion del NPO izquierdo o derecho, disminuyé la concentracidon de
estradiol respecto al grupo de animales con VE (Figura 17).
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EXPERIMENTO SEIS: EFECTO DE LA SECCION

UNILATERAL DEL NOS SEGUIDA DE LA SECCION DEL

NPO, EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES
OVARICAS EN EL ANIMAL CON SOPQ.

RESPUESTA OVULATORIA

Sélo 2 de las hembras con SOPQ ovularon. Cuando las hembras con SOPQ son
sometidas a la seccién del NOS y NPO del mismo lado, el porcentaje de animales
ovulantes es similar al de aquellas hembras denervadas sélo del NOS del mismo
lado (Tabla 15).

Cuando las hembras son sometidas a la seccion combinada del NOS y del NPO
izquierdo ovula el 20% por parte del ovario denervado y el 50% por el inervado, y
cuando se realiza la seccidon del NOS y NPO derecho el 10% de las hembras ovula
por el ovario denervado y 70% por el inervado (Tabla 15).

El grupo de hembras inyectadas con VE y seccién del NOS+NPO izquierdos, o NOS
+ NPO derechos, presentaron disminucidn en el nimero de ovocitos liberados por
el ovario denervado y una respuesta compensadora por el ovario inervado (Tabla
15).

Con la seccion del NOS izquierdo y NPO derecho, la proporcion de animales
ovulantes fue igual en ambos ovarios. El nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho fue mayor en comparacidn con hembras denervadas del NOS
izquierdo (Tabla 15).

Al retirar el NPO derecho, posterior a la denervacion del NOS derecho, la
proporciéon de animales ovulantes fue similar al grupo con seccidon del NOS
derecho.

El 75% de las hembras con VE SNOI+ SPOD ovulé por ambos ovarios, en
comparacion con las hembras con VE, que ovularon el 14%, con una cuota
ovulatoria también mayor. En el grupo de animales VE SNOD + SPOI, el porcentaje
de animales ovulantes fue similar entre ambos ovarios. (Tabla 15).
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PROPORCION DE ANIMALES
TRATAMIENTO | OVULANTES NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

ol oD ol oD
1114 (3) (2,5)

5.0+0.59
6.0%1.5

12.6 + 1.4*#

6.2+0.68
5.5% 1.2
9.42+1.79

7.0+£0.57
+P < 0.05 vs. VE; * P < 0.05 vs. su respectiva SPO; # P < 0.05 vs. su respectiva SNO (prueba de ji2
para la tasa de animales ovulantes), (prueba de Kruskall Wallis seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney para el numero de ovocitos liberados).

Tabla 15. Proporcion de animales ovulantes y Media * e.e.m. del nimero de ovocitos por el ovario
izquierdo (Ol), derecho (OD), de hembras inyectadas valerato de estradiol (VE) y sometidas a la
seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o la combinaciéon de la seccidn ipsilateral de los
nervios (SNOI +SPOI), (SNOD + SPOD); o seccién contralateral de los nervios (SNOI + SPOD), (SNOD
+ SPOI). Sacrificadas al estro vaginal (90+2 dias de edad).

PESO CORPORAL, MASA OVARICA Y PESO DEL UTERO

El peso del ovario izquierdo de animales con SOPQ y denervados del NOS y NPO
izquierdos fue menor en comparacion con el de aquellas hembras con el SOPQ y
denervadas del NOS o NPO del mismo lado (Tabla 16).
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PESO CORPORAL PESO DE OVARIOS PESO UTERO
ol oD

TRATAMIENTO

248.8+17.6 15.7+1.39 16.1+1.38 141.9+£10.92
242.1+5.57
257.1+5.09
236.7+7.18

239+3.02

18.12+1.39
14.31+2.15

12.85+3.05 16.51+5.68

19.38+1.34
19.74+1.16 19.55+2.7
15.78+2.38 14.29+2.85
15.78+2.22 17.31}1.16

17.7+1.26
16.25+2.01

171.73+8.88
203.86+21.11
165.83+13.36
179.4£14.01

235.848.35
246.345.25
239.3+4.34
238.5+10.4

16.71+1 193.99+17.49
175.56+11.83
184.57+22.07

223.21+18.03

+P < 0.05 vs. VE; #P < 0.05 vs. su respectiva SNO; $ P < 0.05 vs. su respectiva SPO *P < 0.05 vs. su
ovario izquierdo (prueba de ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey).

Tabla 16. Media * e.e.m. del peso corporal y el peso relativo (mg/100 g P.C) del ovario izquierdo
(OI), derecho (OD) y utero de hembras inyectadas valerato de estradiol (VE) y sometidas a la
seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o la combinaciéon de la seccidn ipsilateral de los
nervios (SNOI +SPOI), (SNOD + SPOD); o seccién contralateral de los nervios (SNOI + SPOD), (SNOD
+ SPOI). Sacrificadas al estro vaginal (9042 dias de edad).

ESTEROIDOGENESIS

En el animal con SOPQ solo la seccion del NOS+NPO derechos disminuyé la
concentracion de progesterona (Figura 18).

En las hembras con SOPQ, mas seccion del NOS y NPO izquierdo, la concentracién
de estradiol fue mayor respecto a las hembras que fueron inyectadas con VEy su
inervacioén intacta, o bien con seccidn individual del NOS o del NPO (Figura 18).

En las hembras con VE SNOD+ SPOI disminuye la concentracién de la hormona en
comparacion con los animales con SOPQ e inervacion intacta (Figura 18).
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DISCUSION DE RESULTADOS

La administracion de VE produce el bloqueo de la ovulacién y desencadena el
desarrollo de quistes foliculares, tal y como lo hemos reportado previamente (Morales y
col., 2010). La seccion del NOS, restablece la ovulacion sélo por el ovario inervado,
mientras que, aproximadamente en el 35% de los animales con seccién del nervio del
plexo ovdrico, se restablece la ovulacion por ambos ovarios. En el animal con SOPQ vy
seccion del NOS, el NPO-izquierdo actia como una via de comunicaciéon con el ovario
derecho.

PARTICIPACION DE LA INFORMACION NEURAL APORTADA POR EL NERVIO
OVARICO SUPERIOR Y EL NERVIO DEL PLEXO OVARICO EN LAS FUNCIONES
DEL OVARIO, EN EL ANIMAL SIN PATOLOGIA.

La informacion neural que transporta el NOS modula de manera estimulante la
ovulacién, tal como ya ha sido reportado (Chdvez y col.,, 1991; Morales y col., 1993),
donde la informacion aportada por el NOS facilita la accion de las Gns, ya que al
administrar PMSG + hCG no es posible restablecer la ovulacién en el ovario denervado
(Morales y col. 1998). Cuando esta intacto el NOS la falta del plexo ovarico no modifica la
respuesta ovulatoria.

La eliminacién del aporte neural por la seccién del NPO no modificd la respuesta
ovulatoria. Lo que nos podria indicar que esta informacién no estd participando en los
procesos que culminan con la ovulacién. Al momento, se ha descrito que el NPO al estar
asociado con la vasculatura de los foliculos ovdricos regula el flujo sanguineo (Klein y
Burden y col. 1989; Kagitani y col. 2008).

En la rata de 16 dias de edad, la seccién unilateral del NOS resulta en ovulacion
compensadora por parte de la génada inervada, resultados que llevaron a sugerir la
existencia de la comunicacién entre los ovarios (Morales y col., 1993). Los resultados del
presente estudio, hacen pensar que esta comunicacidn neural podria ser a través del NPO
y que va del ovario izquierdo al derecho. Asi, cuando se secciona el NOS y NPO izquierdo
el ovario derecho presenta ovulacion compensadora, equivalente a la sumatoria del
numero de ovocitos liberados por el ovario derecho de animales con seccion del NOS-
izquierdo y de aquellos sometidos a la seccion del PO-izquierdo (ver modelo 1). Otro
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hecho que apoya la idea de que la comunicacion va del ovario izquierdo al derecho, es que
si eliminamos en el ovario derecho ambos nervios, no se produce la respuesta
compensadora por parte del ovario intacto.

La diferencia en la respuesta fisiolégica que observamos entre el ovario izquierdo y
derecho, puede ser explicada a partir de las evidencias anatémicas que sefialan la
existencia de un mayor nimero de fibras nerviosas, que se originan en diferentes partes
del sistema nervioso central y que arriban al ovario izquierdo (Toth y col. 2007). Esta
asimetria también se presenta en otros érganos como la glandula adrenal (Toth y col.
2008). Con estas evidencias sugerimos que a la falta de los nervios izquierdos, NOS y NPO,
el ovario derecho responde de una manera mas eficiente a las gonadotropinas circulantes,
lo que permite que responda de una manera compensadora.

En el presente estudio la seccién unilateral del NOS no modificé el inicio de la
pubertad. La participacion de la inervacién simpatica en el proceso de canalizacién vaginal
es controversial, hay quienes dicen que la seccién bilateral del NOS no la modifica (Aguado
y col., 1984; Morales y col., 1993) y otros que plantean que la retrasa (Forneris y col.,
2002).

En ratas neonatas de 3 dias de edad, la destruccidon de las fibras sensoriales por la
administracion de capsaicina, retrasa la edad de apertura vaginal, asociado a Ia
disminucion de la concentracidn de estradiol (Mdran y col. 2003). En el presente estudio,
la eliminacion neural aportada por el NPO izquierdo, adelanta la edad de canalizacién
vaginal aun cuando la concentraciéon de estradiol es menor. Las discrepancias en la
participacidon de la inervacidn extrinseca del ovario en la canalizacion de la vagina podrian
ser explicados por: a) la edad en la cual se realiza la denervacién b) la denervacién de
manera farmacolégica produce la denervacidon no sélo del ovario c) la denervacién
quirurgica elimina una via especifica que llegue al ovario.

No hay reportes que indiquen que la seccién uni o bilateral del NOS resulte en
cambios en el peso corporal (Aguado y Ojeda 1984; Forneris y col., 2002). En el presente
estudio se practicé la denervacion en la etapa juvenil y se evallo sus efectos en la etapa
adulta y, se observdo que la seccién del NOS-izquierdo incrementa el peso corporal,
mientras que con la seccién del NOS-derecho disminuye. En la literatura se ha explicado el
incremento en la masa corporal en respuesta a la mayor concentracién de andrégenos
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circulantes (Manneras y col. 2007), si bien, no medimos andrdgenos, observamos que con
la seccién del NOS-izquierdo disminuye la concentracion de estradiol lo que podria
implicar una menor aromatizacién de la testosterona y por ende su acumulacién.

No se ha planteado el mecanismo por el cual la falta de informacién simpatica o
sensorial modifique el peso corporal. Sin embargo, es evidente que ambos tipos de
nervios estan involucrados en la regulacién de la masa corporal ya que, la seccién
conjunta del NOS y del NPO normaliza el peso corporal.

En ratas infantiles o juveniles la seccién unilateral o bilateral del NOS incrementa el
peso de los ovarios antes de la apertura vaginal (Moran y col., 2000; Vieyra., 2007). La
seccion derecha del nervio disminuye el peso del ovario denervado al primer estro vaginal
(Morales y col. 1993). En el presente estudio se observd que la seccién unilateral del NOS
o del plexo no modifica el peso de los ovarios al llegar a la etapa adulta. Cuando en un
ovario se cortan ambos nervios, el ovario denervado es de menor peso. En este caso
donde se eliminan ambos nervios es posible que la disminucion sea el resultado de la falta
de la informacion neural aportada por el NOS.

La seccidon uni o bilateral del NOS incrementa el peso del Utero antes de la apertura
vaginal (Moran y col., 2000; Vieyra 2007). En el presente estudio, no observamos éste
incremento, posiblemente porque los animales fueron sacrificados en la etapa adulta. La
eliminacidn del plexo ovarico izquierdo, incrementd significativamente el peso del utero,
en comparacién a su grupo control. Del mismo modo cuando se seccionaron
simultdaneamente el NOS-izquierdo y el plexo izquierdo o derecho, resulté en el
incremento del peso del Utero. En este caso es posible que el incremento en el peso esté
dado por la falta de la informacién neural del NPO, ya que la seccion del NOS no lo
modifica.

En la rata juvenil la seccion del NOS-izquierdo disminuye la concentracién de
progesterona a los 30 min post-denervacién y de estradiol después de la primer hora y
hasta las cinco horas, mientras que la seccién del nervio derecho no modifica la
concentracion de progesterona, pero incrementa la de estradiol a los treinta minutos,
cinco horas post-denervacion y al primer estro vaginal (Morales y col.,, 2012). Este
comportamiento se observa aun cuando las cirugias se practican en la etapa juvenil y se
evalua el efecto en la etapa adulta (Linares 2006). Resultados similares fueron observados
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en el presente estudio. Tomando en conjunto estas evidencias sugerimos que el NOS-
izquierdo modula de manera estimulante la secreciéon de progesterona y estradiol,
mientras que la informaciéon del NOS-derecho parece no participar en la secrecion de
progesterona, pero si en la de estradiol, inhibiendo su secrecién. Con todas estas
evidencias apoyamos la idea de que la informacién aportada por el NOS participa de
manera diferencial en la secrecién de estradiol (Ramirez 2011), y que la participacion del
nervio depende del estado endocrino del animal (Moran y col., 2000).

El estudio del papel de la inervacidén sensorial en la regulacion de la secrecién de
hormonas esteroides ha sido abordado a partir del modelo del animal denervado
farmacoldgicamente. La administracion de capsaicina al nacimiento, no modifica la
concentracion de progesterona ni la de estradiol pero si la denervacion se realiza en el
dia tres de vida se produce disminucién en ambas hormonas (Méran y col. 2003). No
contamos con evidencias sobre el papel del NPO en la secrecidn de progesterona. Cuando
se encuentra intacto el NOS y quitamos alguno de los plexos ovdricos no se modifica la
concentracion de progesterona, resultados que nos llevan a sugerir que ni el plexo
izquierdo ni el derecho regulan directamente la secrecion de esta hormona.

Es posible que la informacién que viaja por el plexo participe en la activaciéon de
algunas enzimas involucradas en el paso de progesterona hasta estradiol. Esta idea se
sustenta en el hecho de que la seccidén del plexo izquierdo resulta en la disminucién de la
concentracion de estradiol.

Por estudios electrofisiolégicos se ha planteado un efecto de arco reflejo entre el
NOS y NPO (Klein y Burden 1988; Kagitani y col., 2008); sin embargo, no existen
evidencias que sustenten la participacion conjunta de la informacidn simpatica y sensorial
sobre la regulacidon de la secrecion de hormonas ovdricas. En el presente estudio, la
seccion del NOS+NPO izquierdo induce aumento de la concentracién de progesterona,
resultado opuesto a cuando se realiza sélo la seccion del NOS izquierdo. Para explicar
estos resultados tenemos dos posibilidades: 1) la participaciéon del NOS, en principio
estimulante, se vuelve inhibitoria cuando la inervacidn de tipo sensorial es retirada en el
mismo acto quirdrgico que la del NOS. 2) la participacién de ambos nervios izquierdos, es
relevada por el NOS derecho, puesto que la concentracién de la hormona es similar a las
del grupo con la seccion del NOS derecho. Lo cual nos lleva a postular que la informacion
del plexo se encuentra bajo el control de la informaciéon del NOS.
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PARTICIPACION DE LA INFORMACION NEURAL APORTADA POR EL NERVIO
OVARICO SUPERIOR Y EL PLEXO OVARICO EN LAS FUNCIONES DEL OVARIO,
EN EL ANIMAL CON SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO.

Se ha postulado varias hipétesis para explicar la etiologia del SOPQ, hay quienes dicen
gue se inicia como resultado del cambio en el patréon de secrecion de la GnRH, o por una
alteracion a nivel ovarico que se traduce en una mayor secrecién de andrégenos, conocido
como hiperandrogenismo (Stener-Victorin y col., 2005; Legro y col. 2005; Manneras y col.,
2007; Shirwalkar y col., 2007; Xita y Tsatoulis, 2006 y Wu y col. 2010) y otros que sugieren
sea el resultado de la hiperactividad de las fibras simpdticas del ovario, que se refleja en el
incremento en la concentracidon de NA ovarica (Barria y col., 1993; Lara y col. 1993; Rosa-
E-Silva y col., 2003).

En la rata cuando se induce el SOPQ por la administraciéon de VE, se produce el
adelanto del inicio de la pubertad y se modifica el patrén del ciclo estral (datos no
mostrados), estos resultados coinciden con los ya reportados (Brawer y col. 1986; Lara y
col. 1993; Rosa-E- Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col. 2010). El epitelio de la vagina
presenta receptores a estrégenos y andrégenos (Traish y col.,, 2007), hormonas
responsables de la canalizacidon de la vagina (Ojeda y Urbanski 1994). Dado que el VE
induce incremento en la concentracién de andrégenos (Sotomayor-Zarate y col., 2008) vy
estradiol (Barria y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010) es posible que el adelanto en
la pubertad se pueda atribuir a la accién del fdrmaco en el ovario, donde induce el
desarrollo de quistes (Shirwalkar y col., 2007), caracterizados por presentar incremento de
la actividad de las células de la teca y por ende mayor sintesis de andrégenos, los cuales
podrian ser responsables del adelanto en la canalizacién vaginal.

En el presente estudio, aproximadamente el 86% de las hembras con SOPQ presenté
blogueo de la ovulacidn. La falta de ovulaciéon se ha asociado con el incremento en la
concentracion sérica de LH, que induce en el ovario la presencia de quistes y el
incremento del estroma ovarico (Schulster y col., 1984). Es posible que la anovulacién no
se deba exclusivamente al cambio en la concentracidon de LH, ya que previamente otros
grupos de investigacién, incluido el nuestro, hemos mostrado que la induccion del SOPQ
por la administracion de VE no modifica la concentracion de LH en la etapa adulta (Rosa-E-
Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010).
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Algunos autores sugieren que la falta de ovulacion podria deberse a la disminucion
en la respuesta del ovario a las gonadotropinas (Faroohki y col 1985). Ya que en los
animales tratados con VE parece no producirse el pico preovulatorio de LH (Hemmings y
col., 1983), no se estimula el desarrollo de nuevos foliculos, desencadenando ademas el
incremento de foliculos atrésico y el desarrollo de quistes foliculares (Brawer y col., 1986).

En el estudio del SOPQ se ha observado que ademds de la regulacidon endocrina,
participan las sefiales neurales aportadas por las fibras nerviosas periféricas (Barria y col.,
1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). En aquellas hembras con el SOPQ, incapaces de ovular, la
seccion bilateral del NOS restablece las concentraciones de noradrenalina en el ovario y
es capaz de inducir la ovulacidon (Barria y col., 1993; Morales y col., 2010), de igual forma
gue cuando se realiza la estimulacién de los nervios ovdricos por electro-acupuntura
(Stener-Victorin y col., 2000), estos resultados ha llevado a los autores a sugerir a la NA
como principal responsable del desarrollo del sindrome (Rosa-E-Silva y col., 2003).

En el andlisis de los factores involucrados en la persistencia del sindrome ha sido
posible observar que no solamente el incremento de la concentracién de NA es
responsable del desarrollo del sindrome. En el presente estudio mostramos que la
denervacion unilateral del NOS, restablece la ovulacién sélo por el ovario inervado vy
apoyamos la idea de que la falta de ovulacién por el ovario denervado sea el resultado de
la modificacidn de otras vias neurales que regulan el funcionamiento del ovario (Morales y
col., 2010). Dado que el soma de las neuronas que forman el NOS y el NPO se encuentra
en el GCMS (Moran y col., 2000; 2003) es posible que en el animal con el SOPQ en el que
se ha seccionado el NOS la respuesta ovulatoria sea regulada por la informaciéon neural
gue transporta el NPO.

En el modelo del animal con SOPQ inducido por la inyeccion de DHEA, se produce
incremento del nimero de fibras inmunoreactivas a CGRP, que se acompaiia por la
formacién de quistes foliculares, lo que llevd a los autores a sugerir que la informacidn
sensorial participa en el desarrollo de los quistes foliculares (Krishna y col., 2001). En el
presente estudio, en las hembras con SOPQ y seccién del NPO izquierdo o derecho
resulté en una tasa ovulatoria por el ovario denervado semejante a cuando se quita el
NOS, sin embargo, la respuesta del ovario intacto es menor a la observada por la seccién
del NOS. Estos resultados nos permiten postular que el plexo podria estar actuando como
una via de comunicacion entre los ovarios y que ésta va del ovario izquierdo al derecho
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(ver modelo 2) y que la senal sea de menor magnitud del ovario derecho al izquierdo. Es
posible que ante la falta de uno de los nervios del plexo ovdrico, la respuesta asimétrica
por parte de los ovarios se deba a la diferencia de fibras que llegan a cada ovario por este
nervio, tal y como se ha reportado que ocurre para el nervio vago, donde hay mas fibras
en el ovario izquierdo (Toth y col., 2007).

En las hembras con SOPQ y sometidas a la seccidon del NOS y del NPO izquierdos se
observd que en el ovario derecho, el cual mantiene la inervacién intacta, (ver modelo 3),
la respuesta ovulatoria es similar a la que presenta un animal con ovariectomia del lado
izquierdo (Morales y col., 2007, 2011; 2012). El hecho de que en las hembras con seccién
del NOS y del NPO derechos no se observa la ovulacidn compensadora, se puede
considerar como una evidencia mds que apoya la idea de que el plexo-izquierdo es el que
comunica a los ovarios.

Previamente se ha demostrado que la administracion de VE en la rata prepuber o
adulta no altera la concentracidon de progesterona en plasma (Barria y col., 1993; Rosa-E-
Silva y col., 2003; Morales-Ledesma vy col., 2010). Estos resultados concuerdan con los del
presente estudio. Sin embargo, la sensibilidad del ovario a la administracion del VE parece
ser mayor en el animal neonato, ya que si se administra en las primeras 12 horas de vida,
la concentracion de progesterona disminuye cuando el animal alcanza la etapa adulta
(Sotomayor-Zarate y col., 2008).

El grupo de Rosa-E-Silva (2003) y de Sotomayor-Zarate (2008) mostraron que después
de la administracién del VE disminuye la concentracién plasmatica de androstenediona.
En nuestro caso, en las hembras con SOPQ, la concentracion de estradiol fue menor,
respecto a su testigo. Estos resultados nos llevan a pensar que probablemente haya
disminuido la concentracion de andrégenos y por lo tanto hubo menos sustrato para
formar los estrégenos. Aunque también hay reportes que sefialan que la concentracién de
andrégenos no se modifica (Barria y col.,, 1993; Hemmings y col., 1983) o bien que
incrementa (Morales-Ledesma y col., 2010), probablemente por una mayor actividad de la
3B-HSD (Rosa-E-Silva y col., 2003), enzima implicada en el paso de progesterona hasta
testosterona. Independientemente de si hay o no cambios en la concentracién de
andrégenos, todos los reportes sefialan que, en respuesta al VE en el ovario se forman los
quistes foliculares, caracterizados por la hipertrofia de las células de la teca (Brawer y col.,
1986), donde se sintetizan los andrdgenos. Otra posibilidad que no podemos descartar
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para explicar la disminucién en la concentracién de estradiol es que haya disminuido la
actividad de las aromatasas, tal y como se ha reportado que ocurre en la mujer con el
sindrome (Magoffin, 2006).

Si bien la inyeccidn con VE no modifica la concentracidn plasmatica de progesterona
(Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col., 2010), sin embargo, en estos
animales la eliminacidn del principal aporte catecolaminérgico al ovario, por la seccién
bilateral del NOS, puede resultar en el aumento (Barria y col., 2003) o disminucion de la
concentracion de esta hormona (Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col.,, 2010). La
discrepancia podria ser explicada por la edad en la que se induce el SOPQ.

En la hembra con el sindrome la regulacién de la secrecién de progesterona por el NOS
izquierdo es diferente a la que ejerce el NOS derecho, ya que con la seccidon del NOS-
izquierdo incrementa la concentracién de progesterona, mientras que si quitamos el NOS-
derecho disminuye, respecto al animal tratado con VE (Morales y col., 2010). Estos
resultados difieren a los observados en el presente estudio, donde no se modificé la
concentracion de progesterona. Al momento no contamos con una explicacién a esta
discrepancia.

Del presente estudio se desprende que en el animal con SOPQ, la concentracién de
estradiol después de realizar la seccién izquierda o derecha del NOS, fue semejante a la
del animal con el sindrome pero con la inervacidon intacta. Estos resultados nos hacen
pensar que cuando queda uno de los nervios, el ovario inervado, el cual sigue
manteniendo altas concentraciones de NA (Morales-Ledesma y col., 2010), no permite
gue las concentraciones hormonales se restablezcan a valores reportados para un animal
sin la patologia.

El grupo de Calka (1988) mostré que la seccién del NPO elimina las fibras que
transportan CGRP y SP. Los autores mencionan que estos péptidos no participan en la
secrecion de progesterona y estradiol, ya que cuando se cultivan ovarios de ratas
juveniles tratadas con PMSG y estimuladas con CGRP, no se producen cambios en las
concentraciones de estas hormonas ovaricas. Sin embargo, los resultados del presente
estudio llevan a sugerir que en el modelo del animal con SOPQ, el NPO modula de manera
estimulante la secrecion de estradiol. Este efecto podria ser el resultado de un cambio en
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el flujo sanguineo que reciben los foliculos ovaricos tal y como ha sido sugerido (Kagitaniy
col 2008).

Por los resultados generados en el presente estudio, sugerimos que en el animal con
SOPQ, la respuesta del ovario va a depender de la integridad no sdélo del NOS sino
también del NPO, lo que establece un circuito neural entre ambos paquetes de nervios.
Por otra parte, postulamos que existe una comunicacién entre los ovarios via el NPO,
cuya direccién va del ovario izquierdo al derecho.
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En el modelo 1se muestra el aporte de inervacién simpatica y sensorial del ovario, dada
por el NOS vy el nervio del plexo ovarico (NPO), el soma de ambos paquetes nerviosos se
originan en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS).En la rata hembra, la seccién
del NOS+NPO izquierdos, bloquea la respuesta ovulatoria por la génada denervada
einduce ovulacién compensadora en la que conserva ambos nervios. Ante la falta de la
inervacién en el ovario izquierdo, la respuesta ovulatoria por la génada inervada es
semejante a la que se presenta en un animal hemicastrado del ovario izquierdo.

El aumento en la concentracion de progesterona, podria ser dada por el mayor nimero de
cuerpo luteos, mientras que la caida en el estradiol, se podria deber a la disminucién en el
numero de foliculos en crecimiento.
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En el modelo 2 se muestra el aporte de inervacion simpatica y sensorial del ovario, dada
por el NOS y el NPO, nervios que convergen en el GCMS. La inyeccidn de VE, resulta en el
incremento de la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH), que se traduce en un incremento
de la sintesis de noradrenalina (NA) ovdrica, lo cual genera en el ovario el desarrollo de
quistes foliculares (Lara y col., 1993; 2000; Morales-Ledesma y col.,2010).

Las hembras con SOPQ, y seccién del NOS, recuperan la respuesta ovulatoria, por el ovario
inervado, mientras que la seccién del NPO, lo hace por ambos ovarios. Nuestros
resultados nos permiten proponer al NPO, como una via de comunicaciéon entre los
ovarios(A), que facilita la ovulacidon por ambos ovarios.

En el presente estudio, la disminucion de la concentraciéon de estradiol, puede estar
generando una sefial estimulante para la produccién de GnRH en el hipotdlamo y Gns en
la hipofisis. Estas gonadotropinas estimulan la ovulacidn en el ovario inervado (B), ya que
previamente se ha mostrado que la inervacién modula la accidon de las gonadotropinas
(Morales y col., 1998).
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En modelo 3 se muestra el aporte de inervacién simpatica y sensorial del ovario, dada por
el NOS y el NPO, ambos nervios convergen en el GCMS, en el animal con VE, se desarrolla
el SOPQ. Cuando en estas hembras se realiza la seccidn unilateral del NPO, ambos ovarios
ovulan, cuando el NOS y NPO izquierdos son retirados en el ovario izquierdo, éste no
ovula y si lo hace el ovario inervado, compensando la cuota ovulatoria. Al parecer, ante la
falta de los dos nervios la rata se comporta como un animal hemicastrado, donde el ovario
inervado no recibe sefiales neurales por el ovario denervado.

A diferencia del modelo del animal sin la patologia, en el animal con sindrome el estimulo
inicial de blogueo en la ovulacion por el VE, puede ser revertido, cuando ambos nervios
son retirados en el ovario, estos resultados nos sugieren que el NOS y NPO participan en la
persistencia del SOPQ.
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CONCLUSIONES

Por los resultados generados en el presente estudio, se desprenden las siguientes

conclusiones:

En la hembra sin patologia

>

El plexo ovarico no participa en la regulacién del proceso ovulatorio, y sélo el
NPO-izquierdo modula de manera estimulante la secrecidn de estradiol.

» A la falta de la informacion del NOS y del NPO izquierdo el ovario inervado

presenta una ovulacién compensadora.

En el animal con SOPQ

>

En la rata hembra el SOPQ no solo resulta del incremento de la actividad
simpdtica de las fibras nerviosas del ovario, sino de la comunicacién de los
ovarios a través de sus fibras nerviosas.

La informacién aportada por el NPO regula de manera estimulante la
persistencia de la patologia.

La seccidn unilateral del NOS restablece la ovulacién por la génada inervada. La
seccion del NPO resulta en la ovulacién de ambos ovarios.

En la hembra con el sindrome la informacién neural que llega a los ovarios por
cada uno de los plexos ovdricos, regula de manera estimulante la secrecion de
estradiol. Esta modulacidn se torna inhibitoria si previamente quitamos al NOS-
izquierdo.

La seccidn del NOS y del NPO izquierdo apoya la idea de que la comunicacion
interovarica en el animal con o sin la patologia, depende de la integridad de
ambos nervios.

La comunicacion interovarica va del ovario izquierdo al derecho y en menor
magnitud en sentido opuesto.
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