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RESUMEN

La ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides esta regulada por las
hormonas hipotalamicas, hipofisarias y por la informacion que llega al ovario por
el nervio ovérico superior (NOS). En la rata, la administracion de valerato de
estradiol (VE) desencadena un cuadro similar al que se presenta en la mujer con
sindrome de ovario poliquistico (SOPQ): anovulacion cronica, hiperandrogenismo y
ovarios poliquisticos. Se postula que el SOPQ es resultado de una mayor actividad
de las fibras simpaticas que arriban al ovario por el NOS, que se traduce por un

incremento en la concentracion de noradrenalina ovarica.

Recientemente nuestro grupo mostré que la seccién unilateral del NOS
restablece la ovulacion sélo en el ovario inervado, aun cuando la concentracion de
noradrenalina es alta. Con estos resultados no podemos descartar que el VE haya
actuado en el sistema nervioso central y en el propio ovario. Para asegurar que el
farmaco actue sélo en el ovario, en el presente estudio se realizé la administracién
en la bursa ovérica y se analizd su efecto en la ovulacion y secrecion de
progesterona y estradiol. Para ello, se utilizaron ratas hembras de 30 dias de edad
las cuales fueron inyectadas con VE vy sacrificadas aproximadamente a los 60 dias
de edad. Con el fin de analizar la participacion del NOS en la rata con SOPQ, la
denervacion se realiz6 de manera ipsi o contralateral al ovario inyectado con el VE,

quince dias después del tratamiento farmacologico.

El tratamiento con VE en la bursa ovarica no modificd la concentracion de
progesterona y aument6 la de estradiol que se acomparfi6 del adelanto del inicio de
la pubertad. En respuesta a la administracion del VE en la bursa se observo en el
ovario la presencia de quistes foliculares, que son mas abundantes en el ovario

izquierdo.
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La seccion ipsilateral y contralateral del NOS en ratas tratadas con VE en la

bursa ovarica evito la formacion de quistes foliculares.

La seccion del NOS izquierdo disminuyo la concentracion de estradiol
cuando el ovario tratado con VE es el izquierdo, efecto que desapareci6 si el ovario
tratado fue el derecho. Por otro lado, la seccion NOS derecho parece no participar
en la secrecion de estradiol cuando el ovario tratado con VE es derecho, mientras

que si el farmaco se administra en el ovario izquierdo aumenta la secrecion.

Estos resultados nos permiten sugerir que en ratas tratadas con VE el NOS
participa de manera estimulante en la formacion de quistes foliculares, regula de
manera asimétrica la secrecion de estradiol, y no participa en la secrecion de

progesterona ni la ovulacion.
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INTRODUCCION

El SOPQ afecta del 3 al 7% de las mujeres en edad reproductiva (Moréan,

2006) y es la causa mas frecuente de esterilidad anovulatoria hiperandrogénica.

Este trastorno se encuentra ligado a enfermedades cronicas como la diabetes
tipo 1, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa o hipertension arterial que
frecuentemente derivan en obesidad, alteraciones hepaticas y cancer de endometrio
(Yen, 2001). Aunque esta patologia ha sido ampliamente estudiada ain no se han

descubierto las causas por las cuales se desarrolla.

En la mujer, el SOPQ se ha asociado con alteraciones en el hipotdlamo que
repercuten en la secrecion de gonadotropinas (Abdel y col., 1991), ya que
presentan una secrecién de la hormona luteinizante (LH) elevada con una
concentracion reducida de la hormona estimulante del foliculo (FSH) (Vidal y col.,
1991). El estimulo adecuado del eje hipotalamo-hipdfisis puede restablecer la
ovulacion (Yen, 2001).

Se han desarrollado varios tratamientos para contrarrestar la anovulacion
asociada con el SOPQ. La administracion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) puede restablecer la respuesta ovulatoria (Yen, 2001). El
citrato de clomifeno, que actia predominantemente como un antiestrogeno
uniéndose al receptor nuclear de los estrogenos en el hipotalamo, disminuye el
efecto de retroalimentacion negativa que ejercen los estrogenos, lo que favorece la
secrecion de la GnRH, la que a su vez estimula la produccion de LH y FSH. Todos

estos eventos hormonales culminan con la ovulacion (Taylor, 1998).
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En la rata, la inyeccidn intraperitoneal de 2.0 mg de VE disueltos en 0.1 ml
aceite de maiz desencadena un cuadro similar al que se presenta en la mujer con
SOPQ (Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Brawer y col., 1986; Lara y
col., 1993; Luza y col., 1995). Son varias las hipotesis que se han planteado para
explicar el origen del SOPQ, una de ellas postula que se debe a una mayor actividad
de las fibras simpéticas que arriban al ovario por el NOS, que se traduce en el
incremento en la concentracion de noradrenalina ovarica (Tsilchorozidou y col.,
2004, Greiner y col., 2005) lo que conduce a un cuadro de anovulacion cronica,

hiperandrogenismo y ovarios poliquisticos.

Con la inyeccién intraperitoneal de VE no se pude determinar a que nivel del
eje hipotalamo-hipofisis-gonada esta actuando el farmaco. Para analizar si el SOPQ
se origina en el ovario por la hiperactividad de las fibras simpéticas que llegan a la

gonada por el NOS, en este estudio se inyect6 el VE en la bursa ovarica.
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MARCO TEORICO

Ovario

El ovario lleva a cabo dos funciones: El desarrollo y maduracion de los
gametos femeninos, y la produccion de hormonas esteroides y peptidicas (Burden y
col., 1983; Ruiz, 1988; Geneser, 2000). En la gonada se distinguen tres zonas: la

médula, la corteza y el hilio (Figura 1).

3 Medula: En ésta se encuentra una abundante red vascular (fibras elésticas,
algunas células musculares lisas, arterias espirales y venas extensas) y tejido
conectivo laxo (Ham, 1985; Sanchez, 1999).

3 Corteza: En ésta zona se encuentran foliculos en diferentes etapas de
maduracion. Rodeando a los foliculos se encuentra el estroma que esta formado
por tejido conectivo de sostén y células intersticiales (Sdnchez, 1999; Geneser,
2000; Levy y col., 2006a).

3 Hilio: En éste se encuentran la arteria y vena ovarica, vasos linfaticos,
terminales nerviosas y células intersticiales (Fawcett, 1990; Sdnchez, 1999; Ross
y col., 2005).

El ovario esté constituido por tres unidades funcionales: el tejido intersticial,
los foliculos y el cuerpo luteo. La principal funcion del tejido intersticial es secretar
andrdégenos (androstenediona y testosterona); la del foliculo es producir hormonas
esteroides (andrégenos y estrogenos), proteger y nutrir al ovocito y el cuerpo luteo
secreta principalmente progesterona que propicia las condiciones para la

implantacién del évulo fecundado (Sanchez, 1999; Levy y col., 2006a).
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En la mujer los ovarios estan fijados a la superficie posterior del ligamento
ancho del utero a través de un pliegue peritoneal llamado mesoavario (Fawcett,
1990; Ross y col., 2005). En la rata los ovarios se encuentran situados cerca de los
rifones a lo largo del musculo lateral rodeados de grasa (Peluffo, 2002). Se sitlan
en relacion con la pared lateral de la pelvis, a cada lado del utero, y estan

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

Foliculo secundario
Foliculo primario
Foliculo pimozrdial
Epitelio de

Recubnmiento (Cibico)

Hilio
Vasos sanguineos

Corteza

Foliculo atrésico h Médula : Foliculo maduro

Cuerpo albicas

Cuerpos hiteos

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura del ovario de mujer donde se

distinguen tres zonas principales: médula, corteza e hilio. (Tomado de Levy y col., 2006a).

pag. 4



Desarrollo Folicular

El desarrollo folicular esta regulado por el eje hipotalamo-hipofisis-ovario.
El hipotalamo al ser estimulado por sefiales neuroendocrinas sintetiza GnRH, que
en la adenohipofisis, estimula la liberacion de FSH y LH. La FSH estimula el
crecimiento y la maduracion de los foliculos ovaricos y la LH favorece la
maduracion final del foliculo y expulsién del ovocito del foliculo (Sanchez, 1999;
Guyton, 2001). En el proceso de foliculogénesis estan ademas involucrados
diversos factores de crecimiento, como por ejemplo, el factor semejante a la

insulina (IGF) 1 y Il y el factor de crecimiento neural (NGF) (Hernandez, 2001).

El foliculo, considerado como la unidad funcional del ovario (Yeh y Adashi,
2001), se desarrolla y pasa por distintas fases: foliculo primordial, primario,

secundario y terciario o foliculo De Graaf (Figura 2).

Foliculo Primordial: Mide de 30 a 60 um de diametro, presentan un ovocito
diploide primario (9 a 25 um de diametro) rodeado por una capa de células
aplanadas, precursoras de las células de la granulosa. Los foliculos primordiales se
encuentran en la corteza externa por debajo de la tunica albuginea (Cormack y
David, 1988; Geneser, 2000). En la mujer, este foliculo aparece alrededor de la
semana 16 de gestacién (Yeh y Adashi, 2001), mientras que en la rata se presentan a
las 24 horas después del nacimiento (Rajah y Hirshfield, 1991; Malamed vy col.,
1992).

Las células foliculares que rodean al ovocito se transforman en celulas
cubicas dando lugar al foliculo primario (> a 60 pum de diametro) (Yeh y Adashi,
2001; Dissen y col., 2004; Levy y col., 2006a). Las células de la granulosa se

encuentran rodeadas por la membrana basal, en esta fase las células de la granulosa
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secretan un mucopolisacarido que va a formar la zona pelucida, la cual rodea al
ovocito (Sanchez, 1999).

Las células de la granulosa siguen proliferando y forman varias capas que
rodean al ovocito, al mismo tiempo se incorpora una nueva capa de célula del
estroma por fuera de la membrana basal, y da origen a las células de la teca que se
diferencia en teca interna y externa (Hoar, 1978), en esta fase las células de la
granulosa comienzan a expulsar pequefias cantidades de liquido, formando
pequefias cavidades (Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994; Gore-Langton y
Armstrong, 1994). El foliculo secundario crece hasta alcanzar un diametro de
aproximadamente 150 um y el ovocito tendrd un diametro maximo de 80 pum
(Sanchez, 1999; Yeh y Adashi, 2001; Levy y col., 2006a). En la mujer, en cada
ciclo menstrual de 6 a 12 foliculos primarios comienzan esta fase de desarrollo
(Guyton, 2001).

El foliculo terciario de Graaf o preovulatorio: Hay un crecimiento rapido
debido a la acumulacion de liquido folicular, que dara origen al antro folicular el
ovocito se desplaza al hacia una posicion excéntrica el tallo (cimulo o6foro) y las
células de la granulosa se estiran y adelgazan. Durante esta etapa el foliculo alcanza
un diametro de 2-5 mm y se encuentra listo para la ovulacion. En las especies
monoovulantes, como en la mujer, antes de la ovulacion uno solo de estos foliculos
adquiere dominancia, mientras que los demas entran en proceso de atresia (Sanchez,
1999; Levy y col., 2006a).

Cuando el foliculo alcanza su desarrollo final, se produce la ovulacion. En
este momento se rompe el foliculo y el ovocito es liberado, éste es recogido por las
fimbrias de las trompas de Falopio mediante un movimiento peristaltico, el ovocito
se desplaza por lastrompas de Falopio hacia el utero. Si es fecundado por

un espermatozoide luego de 6 a 13 dias podrd implantarse alli (Ganong, 1996).
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Foliculo primozrdial Orvocito
Células del estroma
Célula foklcular

Foliculo primario Limima basal

Zona péluada

Foliculo primarnio B0000, Zona péhicida
AL OO0 -

Capa granulosa

Teca interna

Antro
Teca mterna

Teca externa
L

Células de la granulosa

Teca externa
Teca nterna
Liqudo folcular

Membrana granulosa

Corona radiada

Zona pehicida

Cimulo Oéforo

Figura 2. Representacion esquematica de las fases de desarrollo de un foliculo ovarico.
(Tomado de Levy y col., 2006a).
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El foliculo que se rompe al momento de la ovulacion, se llena de sangre y
forma lo que se conoce como cuerpo hemorragico. Las células de la granulosa y de
la teca comienzan a proliferar rapidamente y la sangre coagulada se sustituye por
ceélulas luteinicas. Asi da inicio a la fase luteinica del ciclo ovarico donde la células
luteinicas secretaran estrogenos y progesterona. Si el Ovulo no es fecundado
disminuiran las concentraciones de hormonas secretadas por el cuerpo luteo y en la

mujer se producira la menstruacion (Ganong, 1996).

En la rata se presenta un periodo masivo de diferenciacién folicular durante
los 2 primeros dias de vida poshatal (Malamed y col., 2002). Cuando se da la
ovulacion se pueden liberar varios ovocitos que pueden o no ser fecundados. Si se
da la fecundacion el cuerpo liteo secretara estr6genos y progesterona y si no se

degradan (lutedlisis) (Freeman, 1994).

Atresia folicular

Durante la vida fértil media de la mujer, solo entre 400 6 500 ovocitos
(generalmente uno por mes) llevaran a cabo el proceso que culminard con la
ovulacion. Los millones restantes desaparecen mediante un proceso llamado atresia,
que comienza con la aparicion de los primeros foliculos primordiales (Levy y col.,
2006a). Aproximadamente el 99 % de los foliculos degeneran y en el raton el 80 %

de los foliculos van a la atresia (Oliver y col., 1999).

La atresia se debe a la apoptosis (muerte celular programada), un modelo de
muerte celular no tdxica, que elimina células de los tejidos sin desencadenar una

respuesta inflamatoria (Yeh y Adashi, 2001).
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En los foliculos primordiales y primarios, el ovocito se necrosa y las células
de la granulosa degeneran. En foliculos secundarios, las células de la granulosa y el
ovocito degeneran reduciéndose a una cicatriz y las células de la teca se reintegran
al estroma ovarico (Levy y col., 2006a). La atresia ocurre en cualquier etapa del
desarrollo folicular, aunque es mas frecuente en los foliculos antrales (Rosales y
Guzmaén, 2008).

Las causas de esta atresia aun no han sido identificadas pero se considera que
la secrecidn de estrogenos en altas cantidades por el foliculo que crece rapidamente,
actla sobre el hipotdlamo disminuyendo la secreciéon de FSH, lo que resulta en el
bloqueo del crecimiento de los foliculos menos desarrollados (Devine y col., 2000;
Guyton, 2001).

Ovulacion

La ovulacion es la liberacion del ovocito del foliculo de Graaf a la cavidad
abdominal (Bergman y col., 1998). Después el 6vulo es captado por las fimbrias de
las trompas de Falopio (oviductos), si hay fecundacion el cigoto sera transportado

al utero donde continuara con su desarrollo (Ganong, 1996).

La ovulacion se produce después de 36 a 38 horas de que se presenta la
liberacién preovulatoria de LH, que corresponde a la parte media del ciclo ovarico
(Ganong 1996; Geneser, 2000). Esto es en respuesta a la retroalimentacion positiva

ejercida por la elevada concentracion de estrogenos (Geneser, 2000).

El 6vulo vive aproximadamente 72 horas después de que ha sido expulsado
del foliculo pero sélo es fecundable durante menos de la mitad de este tiempo. Por
lo tanto, el periodo fértil de un ciclo de 28 dias, es de aproximadamente 120 horas
(Ganong, 1996).
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Esteroidogénesis

En el ovario se producen varias hormonas esteroides que incluye a la

progesterona, los androgenos y estrogenos (Sanchez, 1999).

La sintesis de esteroides tanto por las células de la corteza adrenal asi como
las de la teca y granulosa del foliculo inicia con el colesterol. El colesterol es
captado a partir de lipoproteinas de baja densidad (por sus siglas en inglés Low-
density lipoproteins LDL) presentes en la sangre o ser sintetizado in situ a partir de
acetil-coenzima A (acetato) (Sanchez, 1999; Geneser, 2000; Diaz, 2004; Levy y
col., 2006b).

El colesterol se convierte en pregnenolona por accion de la enzima P-450scc
(20,22-desmolasa) que hidroxila los carbonos 20 y 22 y desdobla la cadena lateral
del colesterol (Gore-Langton y Armstrong, 1994). Este es el paso limitante para la

sintesis de progesterona, andrégenos y estrogenos (Levi y col., 2006b) (Figura 3).

A partir de la pregnenolona la sintesis de esteroides puede tomar dos vias
diferentes: la via A-4 (que se desarrolla principalmente en el ovario) y A-5 (en
adrenales) (Van Voorhis, 1999) (Figura 3).

Por la via A-4 la pregnenolona se convertird en progesterona por accion de la
enzima 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3p-HSD). La progesterona es
hidroxilada por la enzima 17-hidroxilasa para formar 17-hidroxiprogesterona, que
se transformard a androstenediona por accion de la desmolasa. Sobre la
androstenediona actua la 17p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa para dar lugar a la
testosterona (Van Voorhis, 1999).
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Por la via A-5 la pregnenolona se convertira en 17- hidroxipregnenolona por
accion de la enzima 17-hidroxilasa. La desmolasa la transformara a
dehidroepiandrosterona, la cual se transformara a androstenediona por accion de la
3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Y por dltimo la androstenediona se
transformara en testosterona por accion de la  17p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(Van Voorhis, 1999).

Los androgenos, androstenediona y testosterona, se aromatizaran por medio
de las aromatasas y daran origen a la estrona y estradiol respectivamente (Van
Voorhis, 1999).
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Figura 3. Ruta biosintética de la progesterona, testosterona y estradiol (Tomado de Van
Voorhis, 1999).
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Teoria de 1a doble célula

En el ovario la sintesis de hormonas esteroides se lleva a cabo con la
colaboracién de las células de la teca interna y de la granulosa de los foliculos

ovaricos (Figura4).

El primer paso para la sintesis de hormonas esteroides ocurre cuando la LH
Se une a su receptor que se encuentra en la célula de la teca interna, lo que resulta
en la produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMP:) como segundo
mensajero, el cual facilita la sintesis de androgenos (Ganong, 1996; Hadley, 2000;
Geneser, 2001) (Figura 4).

Los andr6genos que son sintetizados en la teca interna, atraviesan la
membrana basal y llegan a la célula de la granulosa que contiene receptores para
FSH. La unién de la FSH a su receptor estimula por una parte, la sintesis de
enzimas que convierten androstenediona a testosterona y por otra, la sintesis de
aromatasas, enzimas que convierten la testosterona a estrogenos (estradiol y
estrona) (Ganong, 1996; Hadley 2000; Geneser, 2001) (Figura 4)

Al igual que las células de la teca interna, las células de la granulosa pueden
comenzar la sintesis de esteroides a partir del colesterol que se origina del acetato,
dado que las células de la granulosa no estan vascularizadas y en consecuencia no

reciben lipoproteinas provenientes de la sangre.

En las células de la granulosa, la sintesis de progesterona es estimulada por
la unién de la LH a su receptor, dado que las células de la granulosa carecen de la
enzima para trasformar la progestegerona en androstenediona, la progesterona va
hacia las células de la teca en donde se transforma en androstenediona, ésta Ultima,
es incorporada a las células de la granulosa donde se transforma a estradiol
(Geneser, 2001) (Figura 4).
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Membrana basal Capilar

Colesterol T
l P-450sce H

Pregnenolona
l 3p-HSD Aromatasas
Androstenediona—» estrona

Progesterona
| 17tidroslasa 1‘7'3*‘50] l"B'HSD I

17-udroxiprogesterona Testosterona —= estradiol

l desmolasa

Androstenediona

| r7p-sD | E FSH
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Célula de la teca Célula de la granulosa

Figura 4. Esquema de la sintesis de hormonas esteroides en un foliculo ovarico. Hormona
luteinizante (LH), hormona estimulante de foliculo (FSH), 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p-HSD) 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD) (Modificado de
Geneser, 2001).
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Pubertad en la rata

La pubertad es un periodo de transicion entre la madurez e inmadurez sexual
en el que aparecen los caracteres sexuales secundarios. Durante esta etapa aumenta
la velocidad de crecimiento hasta obtener la talla final y se inicia la actividad

reproductiva (Castro y Pombo, 2006).

En la rata hembra el periodo entre su nacimiento y el inicio de la pubertad
transcurre entre los 35y 40 dias. El unico signo exterior que marca el comienzo de
la funcién reproductora es la canalizacion de la vagina (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990), la cual puede ir acompafiada o no, por la primera ovulacién
(Ojeda y Urbanski 1994; Foster y Ebling, 1999).

La rata nace en un estado de inmadurez que equivale a 150 dias de gestacion
en el humano (Ojeda y col., 1980). En este momento, se produce la diferenciacion
sexual del encéfalo por la presencia o ausencia de la testosterona secretada por los
testiculos (Dorner, 1980).

E'tapas de desarrollo postnatal

En la rata el desarrollo de los mecanismos involucrados en la reproduccion
se dan en un lapso de cinco semanas. Las etapas por las que atraviesa la rata antes
de llegar a la pubertad son cortas pero en cada una de ellas ocurren cambios muy

importantes (Advis y col., 1979).

Se ha propuesto una clasificacion de estas etapas con base a parametros

morfoldgicos y fisiologicos relacionados al eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal. De
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acuerdo con esta clasificacion se divide en cuatro fases: neonatal, infantil, juvenil y

peripuberal (Ojeda y col., 1980).

Neonatal (desde el nacimiento hasta el dia 7)

En los primeros cinco dias de vida los foliculos ovaricos carecen de
receptores a FSH y LH, por lo que se dice que es insensible a las gonadotropinas
(Peter, 1970; Lunenfeld y col., 1975). Hay una alta concentracion sérica de la
a-fetoproteina, la cual se une a los estrégenos haciéndolos inactivos (Raynaud,
1973). Y es hasta finales de esta etapa, que se hace evidente la respuesta
esteroidogénica del ovario a las gonadotropinas (Lamprecht y col.,, 1976;
Uilenbroek y Van der Linder, 1983; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

Infantil (del dia 8 al 21)

Esta etapa se caracteriza porque las concentracion de FSH es altas y por la
presencia de picos esporadicos de LH (Ddéhler y Whuttke, 1974), mientras que el
hipotalamo secreta GnRH de manera pulsatil como resultado de una propiedad

intrinseca de las neuronas GnRHérgicas (Melrose, 1987).

A partir del dia 15 1la o-fetoproteina se torna no detectable, lo que favorece la
retroalimentacion negativa del estradiol sobre la secrecidén de gonadotropinas por lo

que la FSH y LH disminuyen (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).
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Juvenil (del dia 21 al 30)

La concentracion de FSH disminuye y la de LH es baja. La LH comienza a
secretarse en forma pulsatil (Andrews y Ojeda, 1977) y hacia el final de esta etapa,
incrementa sus valores basales y la amplitud de sus pulsos durante la tarde (Meijs —
Roelofs y col., 1983) estableciéndose un ritmo de secrecion circadiano (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido 1990). En el hipotdlamo el contenido de GnRH
incrementa marcadamente entre el nacimiento y el final del desarrollo juvenil
(Aubert y col., 1985). En el ovario se observa aumento en el nimero de receptores a
LH, esto aunado al patrén de secrecion de la LH se traduce en aumento en la
esteroidogénesis. ElI aumento gradual de la prolactina y la de la hormona del
crecimiento facilita la accion estimuladora de las gonadotropinas (Becu-Villalobos
y Lacau-Mengido 1990).

Peripuberal (culmina con la primera ovulacion)

Inicia alrededor del dia 30 de vida y termina antes del inicio de la pubertad.
En el ovario el nimero de receptores a FSH y LH es maximo, lo que se traduce en
mayor respuesta esteroidogénica, por lo que aumenta las concentraciones
plasmaticas de progesterona, estradiol y testosterona; esta Ultima, responsable de la
canalizacion vaginal. Las altas concentraciones de estrogenos estimulan la secrecion
de la GnRH por el hipotalamo lo que induce el incremento en la liberacion de
gonadotropinas y la primera ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).
Durante esta etapa aumenta la concentracion de estradiol, progesterona y

testosterona (Mathews y col., 1987).
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Ciclo estral

El ciclo estral es una cascada de eventos hormonales y conductuales que son
progresivos, sincronizados y repetitivos (Kilen y Schwartz, 1999). En la rata tiene
una duracién de 4-5 dias, se encuentra influenciado por factores como luz,
temperatura y las sustancias quimicas percibidas por el olfato (Sanchez, 1999), y se

divide en cuatro fases: proestro, estro, diestro 1 y diestro 2.

El proestro tiene una duraciéon de 12 a 14 horas. En esta fase los foliculos
preovulatorios secretan grandes cantidades de estradiol que ejerce un efecto
estimulante sobre la secrecion de gonadotropinas. El Gtero, por accion del estradiol,
se hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células epiteliales
nucleadas (Figura 5). La cOpula es permitida en el proestro tardio en el comienzo
de la fase de oscuridad (Freeman, 1994; Sanchez, 1999).

El estro tiene una duracion de 25 a 27 horas. En esta fase se da la conducta
de celo en la hembra. El acercamiento, la monta por el macho y la copula son
permitidas. En la mucosa vaginal las células dominantes son escamosas Yy
cornificadas, dichas células carecen de nucleo (Figura 5). Como la ovulacion ha
sucedido pocas horas antes, los 6vulos se encuentran en el oviducto (Freeman,
1994; Sanchez, 1999).

El diestro 1 tiene una duracion de 6 a 8 horas, es la fase que sucede a la
ovulacién, en los frotis vaginales se observan leucocitos pequefios con citoplasma
granular. La monta y la copula ya no son permitidas. La secrecion de progesterona
por el cuerpo lateo y la de estradiol por los foliculos inhibe la secrecion de

gonadotropinas (Freeman, 1994; Sanchez, 1999) (Figura 5).
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El diestro 2 dura aproximadamente de 55 a 57 horas, durante esta fase tiene

lugar la regresion del cuerpo lateo (lutedlisis). En el frotis vaginal se observan
leucocitos y algunas células nucleadas. La secrecion de estradiol de los foliculos

aumenta y los esteroides ovaricos inhiben la secrecion de gonadotropinas (Figura

5). El atero es pequefio y no contractil (Feder, 1981; Freeman, 1994; Sanchez,
1999).

LH

'
1 \
!
o Ovulacion
Progesterona -

/ OO OO0 0 o (0) ‘ A—7T
© @é 5y O%OO%\Z QP38 (g@oo %VEV 9]

Diestro 2

|
Estro Diestro 1

Proestro Estro

Figura 5. Esquema del ciclo estral de la rata, donde se aprecian A) Concentraciones

plasmaticas de gonadotropinas; B) esteroides; C) citologia del frotis vaginal durante el ciclo
estral de la rata (Tomado de Sanchez, 1999).
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Inervacion ovarica

El desarrollo folicular, la ovulacion y la esteroidogénesis es modulada por la
inervacion que llega a los ovarios. Existen una serie de evidencias funcionales y
anatomicas que permiten sugerir que hay una conexion directa entre el sistema

nervioso central y el ovario (Gerendai y col., 1995; Morales y col., 1998).

La inervacion extrinseca del ovario es de tipo simpatica, sensorial y en
menor grado parasimpatica. La inervacion simpatica estd compuesta por fibras que
transportan catecolaminas y péptidos. La inervacion sensorial esta compuesta por
fibras que transportan el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),

sustancia P (SP) y péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Dissen, 1999).

En la rata los nervios ovaricos se originan del ganglio celiaco, el ganglio
mesentérico y del nervio esplacnico lumbar (Baljet y Drukker, 1980; Isomura y col.,
1985). El ovario de rata estd inervado por dos via simpaticas: plexo ovarico (PO),
que viaja a lo largo de la arteria ovarica, y el nervio ovarico superior (NOS) que

viaja junto con el ligamento suspensorio (Lawrence y Burden, 1980) (Figura 6).

Nervio Ovdrico Superior

Esta inervacion esta acompafiada del ligamento suspensorio y entra al
ovario por el hilio (Figura 6). Las fibras del NOS inerva a las células del tejido
intersticial y la teca interna de los foliculos y aunque las células de la granulosa y
del cuerpo IGteo no estan inervadas tienen receptores p- adrenérgicos (Lawrence y
Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999).
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La porcion simpatica de la inervacion ovérica se origina en el segmento
toracico T-11 al lumbar L-4. Los neurotransmisores que viajan por NOS son
noradrenalina (NA) y VIP (Lawrence y Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999).

Plexo ovarico

En la rata el PO corre a lo largo de la arteria ovarica (Figura 6). En este
nervio existen fibras de naturaleza sensorial principalmente por las que viajan SP
y CGRP y ademas posee fibras simpaticas que llevan NA y neuropéptido Y (NPY).
Las fibras sensoriales derivan del ganglio nodoso y del ganglio de la raiz dorsal;
entran al cordon espinal en el segmento tordcico T -10 y el segmento lumbar L2-L4
(Dissen y Ojeda, 1999).

Plexo ovdrico |

(PO) Nervio ovarico superior

Arteria ovarica

/,Ali )‘f.\ \

AS o

Figura 6. Esquema que muestra la inervacion extrinseca del ovario que llega via el nervio

ovarico superior (NOS) y el plexo ovarico (PO) (Modificado de Lawrence y Burden, 1980).
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Efecto de Ia denervacion simpdtica sobre las
funciones ovdricas

Se ha mostrado que la inervacion simpatica que llega al ovario participa en
la regulacion de la esteriodogénesis (Weiss y col., 1982; Forneris y Aguado, 2002).
La ovulacion (Wylie col., 1985; Morales y col., 1993) vy el crecimiento folicular
(Moréany col., 2000).

El grupo de Weiss (1982) reporté que en ratas adultas la estimulacién
eléctrica del NOS provoca disminucién en la concentracién de progesterona
ovarica. Este efecto se revertir por la administracion de la fentolamina, antagonista
del receptor alfa adrenérgico. Estas evidencias permiten sugerir que la informacion
que transcurre por el NOS modula de manera inhibitoria la secrecion de

progesterona.

Wylie (1985) mostr6 que en la rata adulta la denervacion del NOS por
congelacion no modifica la respuesta ovulatoria. Esta respuesta también se observa
cuando se realiza la seccion bilateral del NOS en la rata juvenil (Aguado y Ojeda
1984b; Selstam y col., 1985). Resultados que llevaron a pensar que la informacion
simpatica que transcurre por el NOS no estaba comprometida en la regulacion de la
ovulacion. Sin embargo, Forneris y col., (2002) mostraron que la seccion bilateral
en la rata neonata incrementa la respuesta ovulatoria, evaluada por un mayor

namero de cuerpos luteos observados en el ovario de la rata adulta.

En ratas juveniles de 24 dias la seccion bilateral del NOS disminuye en un
60% la concentracion de noradrenalina en el ovario, lo que resulta en una menor
concentracion sérica de progesterona y estradiol, sin que se modifique la edad de

apertura vaginal y la ovulacion (Aguado y Ojeda, 1984a).
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Por otro lado, la seccion unilateral del NOS en ratas prepuberes disminuye el
numero de ovocitos liberados por el ovario denervado con un incremento en el
ovario inervado (Morales y col.,, 1993). Esto muestra que los nervios
catecolaminérgicos que llegan al ovario estan involucrados en la secrecion de
esteroides y la ovulacion, y por lo tanto, podemos considerar que el ovario esta

bajo un control neuronal directo, complementario a la regulacién hormonal.

Ademas se ha planteado, que la informacién neural que llega al ovario por el
NOS participa en la regulacion del eje hipotalamo- hipofisis. Esto se apoya en el
hecho de que la seccion bilateral del NOS en ratas de cuatro dias de edad, retrasa el
inicio de la pubertad, acompafiado por una mayor concentracion plasmatica de
estradiol y una menor de FSH, sin cambios en la concentracién de LH (Forneris y
Aguado, 2002).
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Sindrome de Ovario Poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno endocrino
metabdlico (Merino y col., 2009) que afecta del 3 al 7% de las mujeres en edad
reproductiva (Moran, 2006). Si bien esta patologia se describié hace mas de medio

siglo, la etiologia del sindrome adn no se conoce (Yen, 2001).

Entre 1925 y 1935, Stein y Levanthal describieron un cuadro caracteristico
en varias pacientes que presentaban amenorrea u oligomenorrea, hirsutismo,
obesidad y ovarios con degeneracion quistica. En los Gltimos afios, se han descrito
una serie de alteraciones funcionales interrelacionadas en los componentes del eje

hipotalamo- hipofisis- ovario (Yen, 2001).

Los principales criterios en el diagnostico del SOPQ son: anovulacion
cronica, hiperandrogenismo y ovarios poliquisticos. EI hiperandrogenismo en
mujeres se presenta como hirsutismo, acné y alopecia. La anovulacion se manifiesta
con ciclos irregulares (oligomenorrea o amenorrea) (Yen, 2001; Moran, 2006;
Merino y col, 2009).

El diagnostico del SOPQ requiere que la paciente presente por lo menos, dos

de los tres principales criterios mencionados (Moran 2006).

En el laboratorio se ha podido reproducir el SOPQ, al inyectar a la rata con
una dosis de valerato de estradiol (VE), un estrégeno de larga duracion que tiene
una vida media de 15 dias. Estos animales al llegar a la pubertad o a la etapa adulta
no ovulan, la histologia del ovario revela la presencia de quistes foliculares, se

presenta hiperandrogenismo y aciclicidad (Brawer y col., 1978; Lara y col., 1993).
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La administracion de VE provoca en el ovario incremento de la
concentracion del factor de crecimiento neural (NGF) y su receptor de baja afinidad
el p75. Este factor en las fibras nerviosas desencadena una serie de reacciones que
conllevan a nivel del ganglio celiaco en el aumento de la actividad de la enzima
tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, y como

consecuencia aumenta la concentracion de NA en el ovario (Lara y col., 2000).

Existen evidencias que muestran la participacion de la inervacion simpatica
en el desarrollo del SOPQ. La administracion de VE incrementa la capacidad de las
terminales nerviosas para liberar NA, aumenta la concentracion de NA en el ovario
(Lara y col., 1993) y disminuye el namero de receptores p-adrenérgicos (Barria y
col., 1993; Rosas-E-Silva y col.,, 2003), estas alteraciones desarrollan las
caracteristicas principales de SOPQ. La eliminacién de las fibras simpaticas que
Ilegan al ovario por la seccion bilateral del NOS restablece las funciones del ovario
y el ciclo estral. Resultados que permite sugerir que el SOPQ es el resultado de una
mayor actividad de las fibras que transcurren por el NOS (Barria y col., 1993;
Rosas-E-Silva y col., 2003).

En la rata adulta o prepuber con SOPQ la seccion bilateral del NOS
restablece la ovulacion y la secrecidn de estradiol y progesterona (Lara y col., 1990;
Barria y col., 1993). Sin embargo, la seccion unilateral del NOS, restablece la
ovulacion en el ovario intacto, aun cuando las concentracion de NA es alta, y en el
ovario denervado se mantiene la presencia de quistes foliculares aun después de la
disminucion de NA (Morales y col., 2010). Estos resultados nos permitieron
postular que el desarrollo del SOPQ es mas que el resultado del aumento en la

actividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario.
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Biosintesis de NA

La dopamina (DA), la NA y la adrenalina pertenecen al grupo de las
catecolaminas; este nombre se deriva porque su estructura quimica incluye un grupo

catecol y un grupo amino (Goridis y Rohrer, 2002)

El aminoacido tirosina es el precursor de las catecolaminas, siendo la
primera reaccion catalizada por la enzima tirosina hidroxilasa, para convertirla en
L-DOPA, que por medio de la L-amino &cido aromatico descarboxilasa y el fosfato
de pirodoxal, la L-DOPA es convertida en dopamina, siendo este el paso final en
aquellas neuronas que utilizan esta molécula como neurotransmisor. En cambio, en
las neuronas que liberan NA como neurotransmisor, contienen la enzima dopamina
B-hidroxilasa que junto con el &cido ascérbico como cofactor, convierten la DA en
NA (esta reaccion ocurre dentro de la vesicula sinaptica) (Goridis y Rohrer, 2002)
(Figura, 7).
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Figura 7. Biosintesis de las catecolaminas (Modificado de Goridis y Rohrer, 2002)
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Bursa ovarica

En muchos mamiferos, el ovario se encuentra dentro de un saco membranoso
Ilamado bursa ovérica que se compone de tres capas (Martin y col., 1981) (Figura
8).

- Lacapainterna. Formada por epitelio discontinuo que da hacia el ovario.

- La capa intermedia. Formada por tejido conjuntivo que contiene fibroblastos,

blogues de células de musculo liso y vasos sanguineos.

- La capa externa. Formada por epitelio continlo que se encuentra en contacto

con la cavidad peritoneal.

La bursa ovérica juega un papel clave en el paso de los ovocitos al oviducto.
Se ha observado que al remover la bursa de ovario, llega un menor nimero de

ovocitos al oviducto (Vanderhyden y col., 1986)

Figura 8. Corte de ovario donde se observa la cavidad bursal (CB) y la bursa ovérica ( —).
(Modificado de Liy col., 2007)
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Caracteristicas del valerato de estradiol

El valerato es una hormona esteroide cuya formula es (17p)-estra-1, 3,5(10)-
estratrieno-3,17p -diol, 17-pentanoato (C,3H3,03) (Williams y Stancel, 2006) con
un peso molecular de 356.50 g/mol. Es un polvo cristalino, blanco, generalmente
inodoro. Es soluble en aceite de ricino, maiz, ajonjoli, cacahuate, metanol, benzoato
de benzilo y dioxano; practicamente insoluble en agua. Se absorbe lentamente en
suspension oleosa inyectada por via intramuscular y la duracién de la accién de la

suspension es de aproximadamente 3 semanas (Gennaro, 1998) (Figura 9).

Figura 9. Estructura quimica del valerato de estradiol (Tomado de Carretero, 2004).
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PIANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOPQ es la principal causa de infertilidad en mujeres en edad
reproductiva, por lo que este desorden ha sido ampliamente estudiado, pero su

etiologia alin no es conocida.

Son varias las hipotesis que se plantean para explicar el origen del SOPQ,
entre las principales se le atribuye a: un defecto neuroendocrino que conduce a un
aumento en la amplitud y frecuencia de los pulsos de LH; a la accion de la insulina
que conduce a una hiperinsulinemia; alteracion en la sintesis de esteroides, teniendo
como resultado final hiperandrogenismo, anovulacién y quistes ovaricos y por

ultimo, se postula que se debe a una mayor actividad de las fibras simpaticas.

En la rata, la induccién del SOPQ con una inyeccion intraperitoneal de VE,
da como resultado un cuadro similar al que se presenta en la mujer SOPQ. La
administracion de VE incrementa en el ovario la secrecion del NGF y su receptor de
baja afinidad p75, el cual a nivel del ganglio celiaco aumenta la actividad de la
enzima TH (enzima limitante de la sintesis de NA) y como consecuencia aumenta la

concentracion de NA ovarica.

Tomando en consideracién el marco teorico, es posible que el SOPQ se
puede originar en cualquiera de los componentes del eje hipotalamo- hipdfisis-
gonada. El presente estudio se disefid con la finalidad de analizar si el SOPQ inicia
por una alteracion en el ovario. Para ello, el VE se administré directamente en la
bursa ovérica de ratas peripuberales de 30 dias de edad, y 15 dias después de
inducido el sindrome se elimino la principal via simpatica del ovario, por la seccién
unilateral del NOS.
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HIPOTESIS

Si el SOPQ se inicia por una mayor actividad de las fibras simpaticas del

ovario, entonces cuando se administre el VE en la bursa ovarica y se seccione el

nervio ovarico superior, se restablecera la ovulacion en el ovario denervado.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del NOS en el desarrollo del sindrome de ovario

poliquistico inducido por la administracion de VE en la bursa ovarica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar si la inyeccion de una dosis de VE en la bursa ovérica, puede
desencadenar el sindrome de ovario poliquistico en ratas hembras peripuberales
de 30 dias de edad.

Estudiar los efectos de la seccion unilateral del NOS, en el ovario tratado con

VE en la bursa ovarica sobre:

e Larespuesta ovulatoria espontanea
e La concentracion en suero de progesterona y estradiol

e La estructura del ovario
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas hembras peripuberales de 30 dias de edad de la cepa
CIlI-ZV. Los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento, y fueron mantenidas
bajo condiciones controladas de iluminacion, 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h) y temperatura de 20 =2 °C.

A los 30 dias de edad las ratas fueron asignadas a uno de los siguientes

grupos experimentales.

» Administracion de valerato de estradiol (VE) o vehiculo (\Vh) en la bursa

ovarica

Hembras de 30 dias de edad fueron anestesiadas con éter etilico, se registro
el peso corporal y se les realiz6 una incisién dorso-lateral de piel y muasculo de
aproximadamente 1 cm, por donde se exteriorizd el ovario (izquierdo o derecho) y
se identificd la bursa en la que se administré una dosis 0.18 pg de VE (Sigma
Chemical Co., St. Louis Mo. USA) en 10 ul de Vh o de aceite de maiz que fungié
como el vehiculo. Se regres6 el ovario a la cavidad abdominal y se suturd la

incision.

La inyeccion de VE en la bursa ovarica se realizo al final de la etapa
juvenil, y por ser una etapa cercana a los eventos que conllevan a la canalizacion de
la vagina vy la primera ovulacion. La seccion del NOS se realizé 15 dias después de
la administracion del VE, ya que es tiempo minimo que se requiere para que el VE

pueda inducir las caracteristicas del SOPQ.
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» Seccion unilateral de nervio ovarico superior

Las hembras tratadas con el VE o Vh al cumplir los 45 dias de edad, se les
realizo la seccion el NOS del lado ipsilateral o contralateral a la inyeccion en la
bursa ovérica. Para ello, los animales fueron anestesiados con éter etilico, se les
realizd una incision lateral de piel y muasculo (lado izquierdo o derecho) por donde
se exteriorizo el ovario, se localizé el ligamento suspensorio y se secciono el nervio
ovarico superior aproximadamente a una distancia de 1 cm del ovario. Realizada la

seccion del nervio se regreso el ovario a la cavidad abdominal y se suturd la herida.

» Operacion simulada

Se procedié como en el caso anterior, una vez anestesiados se realizo la

incision lateral de piel y musculo y sin tocar ningun organo se suturo la herida.

Monitoreo del ciclo estral

Despues de la administracion del VVh o el VE los animales fueron revisados
diariamente y en el momento en que se observd la canalizacidon de la vagina, se
inicid la toma de frotis vaginales durante 10 dias. A los 50 dias de edad, se reinicio
la toma de frotis y cuando presentaron el segundo estro vaginal los animales fueron

sacrificados.
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Autopsia

Los animales fueron pesados y autopsiados por decapitacion entre las 10:00
y las 12:00 h. Se colectd la sangre del tronco y se dejo coagular a temperatura
ambiente por 30 minutos, se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos y el suero
se dividid en alicuotas de 150 pl, que fueron almacenados a —20 °C, hasta el
momento de la cuantificacion de hormonas esteroides (estradiol y progesterona) por

radioinmunoanalisis (RIA).

En los oviductos se busco la presencia de ovocitos, los cuales fueron
contados con la ayuda de un microscopio estereoscopico, siguiendo la metodologia
habitual del laboratorio (Morales y col, 1993). Se disecaron y pesaron los ovarios, el
utero y las glandulas adrenales. Para observar la histologia ovarica, los ovarios de

tres animales por grupo experimental fueron fijados en Bouin.

Cuantificacion de hormonas esteroides

Las concentraciones de progesterona Y estradiol fueron cuantificadas por
radioinmunoanadlisis (RIA) de fase sélida, mediante reactivos comerciales (Coat-A-
Count). En tubos de polipropileno (que ya contienen el anticuerpo especifico: anti-
progesterona o anti-estradiol), se adicionaron 100 ul de suero y un ml de hormona

radioactiva (1'%

). Para facilitar la reaccion, la mezcla se agitd en un vortex durante
un minuto y se incub6 tres horas a temperatura ambiente. Después de este tiempo,
la muestra fue decantada, se removié el exceso de liquido y se determind la
concentracion de hormona en la muestra problema con la ayuda de un contador de
rayos gama modelo Cobra 5005, Packard™, en funcién de las cuentas por minuto y
de una curva de calibracion. La concentracion de progesterona se expreso en ng/ml,

mientras que la de estradiol en pg/ml de suero.
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Los coeficientes de variacion intra e interespecificos fueron 8.35 % y 9.45 %

para progesterona y 8.12 % y 9.82 % para estradiol. La sensibilidad del anélisis fue

de 0.02 ng/ml para progesterona y de 8 pg/ml para estradiol.

La cuantificacion de hormonas se realizé en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional

de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zuriban™.
Observacion de la histologia ovarica

Los ovarios fijados en solucién de Bouin por 24 horas fueron deshidratados en
alcohol (al 70 y 96 %) y cloroformo e incluidos en parafina. Posteriormente se
realizaron los cortes histoldgicos de manera seriada a 10 um de grosor Yy tefiidos con
la técnica de hematoxilina-eosina. En los cortes se busco la presencia de quiste

foliculares y de cuerpos luteos.

Los quistes foliculares se definieron como aquellos foliculos con una cavidad
antral amplia, ausencia de ovocito, hipertrofia de las células de la teca y
disminucion de las capas de las células de la granulosa (Brawer y col., 1986; Lara y
col., 2000).

Andlisis estadistico
Los resultados de la edad de apertura vaginal, del primer estro y el nimero
de ovocitos liberados, fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida

de la prueba de U de Mann-Whitney.

El peso de los ovarios, el Gtero, las adrenales, y las concentraciones séricas

de hormonas esteroides se analizaron por la prueba de “t” de Student.
La tasa de animales ovulantes se analiz6 con la prueba de Fisher.

En todos los casos se consideraron como diferencias estadisticamente

significativas aquellas cuya probabilidad fue menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

Experimento 1

Efecto de la administracion de VE en la bursa ovarica
sobre el inicio de la pubertad y las funciones del ovario

Inicio de la pubertad

La edad de apertura vaginal y del primer estro vaginal en el grupo con Vh fue
similar al testigo absoluto (34.4 + 0.4 vs 35.5 + 0.5; vs 36.4 £ 0.9 36.1 £ 0.5)
respectivamente. Por lo que los efectos de la administracion de VE en la bursa

ovarica se compararon con los animales tratados con Vh.

En respuesta a la administracion de VE en la bursa ovarica izquierda,
aument6 el peso corporal y se adelant6 la edad de apertura vaginal y del primer
estro vaginal, con respecto a los animales tratados con Vh. Mientras que la
administracion de VE en la bursa ovérica derecha no produce cambios en los

parametros evaluados (Cuadro 1).

Cuadro 1. Media + e.e.m del peso corporal, edad de apertura vaginal y primer estro
vaginal de animales tratados con vehiculo (\h) o valerato de estradiol (VE) en la bursa
ovéarica izquierda (BI) o derecha (BD) a los 30 dias de edad y sacrificados
aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro vaginal.

GRUPO n Peso corporal SEkLIee apertura Primer estro vaginal
vaginal
Vhg; 10 159.9 +5.0 39.5+1.5 40.3 +1.7
VEg, 10 204.8+5.5* 34.6 £0.4° 35.4 £0.8°
Vhgp 10 172.3£7.9 37.6+£1.3 38.4+1.3
VEgp 10 166.6 £7.3 37.1+£0.7 40.0 £1.3

*p < 0.05vs. Vhg, (Prueba “t” Student)

°p <0.05vs. Vhg, (Prueba U de Mann Whitney)
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Respuesta ovulatoria

La administracion de VE no modificé el porcentaje de animales ovulantes ni
el numero de ovocitos liberados respecto a los animales tratados con Vh. Sin
embargo, cuando se administro VE en la bursa ovarica izquierda disminuyo el

numero de ovocitos liberados comparado con el ovario sin tratamiento (Figura 10).

Figura 10. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m del niumero de
ovocitos liberados, de animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE)
en la bursa ovérica izquierda (BI) o derecha (BD) a los 30 dias de edad y sacrificados

aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro vaginal.

Bursa izquierda Bursa derecha

No. de ovocitos
No de ovocitos

*p < 0.05vs. Su ovario izquierdo (Prueba U de Mann Whitney)
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Peso relativo de los ovarios, las adrenales y el atero

La administracion de VE en la bursa ovarica izquierda resulté en un menor

peso del

disminuyd la masa adrenal y el peso del utero (Cuadro 2).

ovario derecho con respecto a su grupo tratado con Vh. Asimismo,

La administracion de VE en la bursa ovarica derecha no modificd los

parametros evaluados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media + e.e.m del peso relativo (mg/100 g de peso corporal), del ovario
izquierdo, derecho, masa adrenal y uUtero, de animales tratados con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica izquierda (BI) o derecha (BD) a los 30 dias
de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias en el estro vaginal.

Ovarios Masa
GRUPO n Utero
- adrenal
izquierdo Derecho
Vhe, 10 13.0 +0.7 15.7 +0.5 27.7 +1.2 149.6 +9.1
VEs 10 13.3 +1.0 12.4 +0.6* 21.7 +1.3* | 106.2 +6.3*
Vhep 10 14.8 +0.6 15.0 +0.9 20.2 +1.9 136.5 +4.3
VE
8D 10 13.2 +0.8 13.1 +0.8 279+13 | 153.3+11.9

*p < 0.05vs. Vhg (Prueba “t” Student)
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Hormonas esteroides

En los animales a los que se les administr6 VE en la bursa ovarica, no se

modifico la concentracion serica de progesterona (Figura 11).

Figura 11. Media = e.e.m de la concentracion sérica de progesterona en animales
tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovérica izquierda (BI)
o0 derecha (BD) a los 30 dias de edad y sacrificados aproximadamente 60 dias de edad en
el estro vaginal.

7 )
Bursa izquierda Bursa derecha

16 I -
14 - | |
12 4 1 1 T

TE, 10 10

S8 £

€ 61 £ ¢
4 - 4
2 A 7 4
0 - 0.

Vhe VEsi Vhep VEsd
. J
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La administracion de VE aumento la concentracion sérica de estradiol
cuando el ovario inyectado fue el izquierdo, comparado con su grupo con Vh
(Figura 12).

Figura 12. Media £ e.e.m de la concentracion sérica de estradiol en animales tratados
con vehiculo (\Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica izquierda (Bl) o derecha
(BD) a los 30 dias de edad y sacrificados aproximadamente 60 dias de edad en el estro
vaginal.

7 N
Bursa izquierda Bursa derecha
*
350 -
350 -
300 - 300 -
20 | 250 - . T
-l -l
E 200 - £ 200 -
3 3
& 150 - a 150 1
100 100 4
50 50 -
0 - 0
Vhe VEBI VheD VEBD
L »

*p < 0.05vs. Vhg (Prueba “t” Student)
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Patron del ciclo estral

En los animales tratados con VE en la bursa ovarica izquierda el ciclo estral
se mantiene en diestro constante mientras que no se modifica cuando se inyecta VE
en la bursa ovérica derecha (Figura 13).

Figura 13. Patron representativo del ciclo estral de animales tratados con vehiculo (Vh)
o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica izquierda (BI) o derecha (BD) a los 30 dias
de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro vaginal.
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¢ Reinicio de frotis a los 50 dias de edad

't\ Apertura vaginal
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Resumen de resultados

Resumen de los efectos de la inyeccién de VE en la bursa ovarica izquierda o
derecha a ratas de 30 dias de edad y autopsiadas aproximadamente a los 60 dias
de edad en el estro vaginal sobre el peso corporal (PC), edad de apertura vaginal
(EAV), primer estro vaginal (PEV), tasa de animales ovulantes (TAO), ovocitos
liberados, peso de ovarios, masa adrenal, peso de Utero, concentracion sérica de
progesterona (P,) y estradiol (E,). Donde los simbolos de igual (=) indican no
diferencias, la flecha hacia abajo (|) disminucion, la flecha hacia arriba (1)

incremento y la letra A representa adelanto en los pardmetros evaluados.
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Experimento 2

Efecto de la seccion ipsilateral del nervio ovarico
superior en animales tratados con Vh o VE en la

bursa ovarica

Peso corporal

La seccion del NOS no modifico el peso corporal en los animales tratados
con VE o Vh (Figura 14).

Figura 14. Media £ e.e.m del peso corporal, de animales tratados a los 30 dias con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovérica, con operacion simulada izquierda o
derecha (OSI, OSD) o seccion del nervio ovéarico superior izquierdo o derecho (SNOI, SNOD)
realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro
vaginal.

7 N
Bursa izquierda Bursa derecha
200 + 200 -
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Respuesta ovulatoria

En los animales tratados con Vh en la bursa ovarica izquierda, la seccion del
NOS izquierdo disminuyé la tasa de animales ovulantes en el ovario denervado
comparado con su grupo con operacion simulada. En los animales tratados con VE
en la bursa ovérica izquierda la seccién del NOS izquierdo disminuy6 la tasa de
animales ovulantes en el ovario derecho comparado con su grupo con Vh
(Figura 15).

La operacion simulada o la seccion del NOS derecho no modificd la tasa
ovulatoria en las hembras tratadas con VE o0 Vh en la bursa ovarica derecha
(Figura 15).

Figura 15. Porcentaje de animales ovulantes, de animales tratados a los 30 dias con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion simulada izquierda
o derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovarico superior izquierdo o derecho (SNOI, SNOD)
realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro
vaginal.

4 N
Bursa izquierda Bursa derecha
100 - 100 -
80 s | [ ¥
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*p <0.05vs. Vh + SNOI (Prueba de Fisher) °p < 0.05vs. Vh + OSI (Prueba de Fisher)
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En los animales tratados con Vh en la bursa ovarica izquierda, la seccion del

NOS izquierdo disminuyo el numero de ovocitos liberados en el ovario denervado

comparado con su grupo con operacion simulada (Figura 16).

La seccidn del NOS izquierdo aumento6 el nimero de ovocitos liberados en
el ovario izquierdo en animales tratados con VE en la bursa ovarica izquierda

comparado con su grupo con Vh (Figura 16).

La operacién simulada o la seccion del NOS derecho no modificd la
ovulacién en las hembras tratadas con Vh o VE en la bursa ovarica derecha
(Figura 16).

Figura 16. Media + eem del nimero de ovocitos liberados, de animales tratados a los 30
dias con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion simulada
izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho (SNOI,
SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente los 60 dias de edad en el
estro vaginal.

Bursa izquierda Bursa derecha

No de ovocitos
No de ovocitos

Vh VE Vh VE

08l SNOI 0sD SNOD

mmm  Ovario izquierdo
Em=  Qvario derecho

\ J

*p <0.05vs. Vh + SNOI (Prueba U de Mann Whitney)
°p <0.05vs. Vh+ OSI (Prueba U de Mann Whitney)
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Peso relativo de los ovarios, las adrenales y el utero

En los animales tratados con VE en la bursa ovérica izquierda, la operacion
simulada izquierda o derecha disminuyo el peso del ovario izquierdo comparado

con su grupo con Vh (Cuadro 3).

La seccion del NOS izquierdo disminuy0 el peso del ovario izquierdo en
animales tratados con vehiculo en la bursa ovarica izquierda comparado con su

grupo con operacion simulada (Cuadro 3).

En las hembras tratadas con VE en la bursa ovarica derecha, la seccién del
NOS derecho aumenté el peso de los ovarios y la masa adrenal comparado con su

grupo con operacion simulada (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media £ e.e.m del peso relativo (mg/100 g de peso corporal), de animales
tratados a los 30 dias con Vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovérica, con
operacion simulada izquierda o derecha (OSIl, OSD) o seccion del nervio ovarico superior
izquierdo o derecho (SNOI, SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados
aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro vaginal.

GRUPO n —— Ovarios E/Iasal Utero
izquierdo derecho adrena
Vhg+OSI 10 179+£1.4 16.9 £0.9 29.2 £3.4 160.8 £8.1
VEg+OSI 10 14.3+0.9* | 17.2+1.3 23.8+1.1 141.8 £10.0
Vhg+SNOI 10 10.7+09° | 175+11 | 250+20 | 141.0+x114
VEg+SNOI 10 134+1.3 199+1.0 23.1+1.3 136.5+4.8
Vhgp+OSD 10 16.2 £0.9 14.0 £0.8 245 +15 161.0 £10.8
VEgp+OSD 10 13.7£0.5* | 13.0+1.0 23.5+0.8 137.0+7.4
Vhgp+SNOD 10 158+1.0 | 159+0.9 23.0£ 0.7 1448 +5.7
VEgp+SNOD 10 179+1.2° | 18.0+1.7° | 29.1+1.5" | 143.7+12.2

*p < 0.05 vs. su grupo con operacion simulada (Prueba “t” Student)
%p < 0.05 vs. Vhg+OSI (Prueba “t” Student)

*p<0.05vs. VEgp+OSD (Prueba “t” Student)
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Hormonas esteroides

En el grupo de animales tratado con VE o Vh en la bursa ovérica (izquierda o
derecha), la seccion unilateral del nervio ovarico superior no modificé la

concentracion sérica de progesterona (Figura 17).

Figura 17. Media £ e.e.m de la concentracion sérica de progesterona de animales tratados
a los 30 dias con vehiculo (\VVh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion
simulada izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovarico superior izquierdo 0
derecho (SNOI, SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60
dias de edad en el estro vaginal.
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En los animales tratados con VE en la bursa ovarica (izquierda o derecha), la
operacion simulada resultd en una menor concentracion de estradiol sérico,

comparado contra su grupo con Vh (Figura 18).

En los animales tratados con VE en la bursa ovérica izquierda, la seccion
del NOS izquierdo resultdé en una menor concentracion serica de estradiol,

comparado contra su grupo con Vh (Figura 18).

En las hembras tratadas con Vh en la bursa ovérica (izquierda o derecha), la
seccion del NOS izquierdo o derecho respectivamente, disminuy6 la concentracion

sérica de estradiol comparado contra su grupo con operacion simulada (Figura 18).

En los animales tratados con VE en la bursa ovarica izquierda, la seccion del

NOS derecho no modificd la concentracion sérica de progesterona (Figura 18).

Figura 18. Media £ e.e.m de la concentracion sérica de estradiol de animales tratados a
los 30 dias con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion
simulada izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovarico superior izquierdo 0
derecho (SNOI, SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60
dias de edad en el estro vaginal.
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*p < 0.05vs. sugrupo con Vh (Prueba “t” Student)

°p < 0.05 vs su grupo con operacion simulada (Prueba “t” Student)
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Resumen de resultados

TAO OVOCITOS PESO
PC MA | PU | P | E
ol | ob ol oD o | op

VEg,+OSI vs _ _ _ _ _ ! _ _ _ _ !
Vhg,+OSI B B B - - - - o
VEg,+SNOI vs _ _ _ _ _ _ _ _
Vhg+SNOI R i e N e M Il B
VEgp+OSD vs _ _ _ _ _ _ _ _ _
Vhgp+OSD T j ] ! - - i
VEgp+SNOD vs _ _ _ _ _ _ _ _ R I
Vhgp+SNOD - - - - - - - - .

Resumen de los efectos de la seccidn ipsilateral del NOS a ratas tratadas con Vh o
VE en la bursa ovérica sobre el peso corporal (PC), tasa de animales ovulantes
(TAO), ovocitos liberados, peso de ovarios, masa adrenal (MA), peso de Utero
(PU), concentracion sérica de progesterona (P,) y estradiol (E,). Donde los
simbolos de igual (=) indican no diferencias, la flecha hacia abajo (1) sefiala

disminucion, la flecha hacia arriba (1) incremento en los pardmetros evaluados.
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Experimento 3

Efecto de la seccion contralateral del nervio ovarico
superior en animales tratados con Vh o VE en la
bursa ovarica

Peso corporal

La seccién del NOS no modifica el peso corporal en animales tratados con
VE o Vh (Figura 19).

Figura 19. Media + e.e.m del peso corporal, de animales tratados a los 30 dias con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacién simulada izquierda o
derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovérico superior izquierdo o derecho (SNOI, SNOD)
realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro
vaginal.
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Respuesta ovulatoria

En el grupo tratado con VE en la bursa ovarica derecha, la seccion del NOS
izquierdo disminuyd la tasa ovulatoria en el ovario izquierdo comparado con su

grupo con operacion simulada (Figura 20).

La seccién del NOS derecho no modifico la tasa ovulatoria en los grupos

tratados con Vh o VE en la bursa ovarica izquierda (Figura 20).

La operacion simulada no modifico la respuesta ovulatoria en grupos tratados

con VE comparado contra su grupo con Vh. (Figura 20).

Figura 20. Porcentaje de animales ovulantes, de animales tratados a los 30 dias con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacién simulada izquierda
o derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovérico superior izquierdo o derecho (SNOI, SNOD)
realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro
vaginal.
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*p <0.05vs. VEg, + OSI (Prueba de Fisher)
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En los animales tratados con VE en la bursa ovérica izquierda, la seccion del
NOS derecho disminuy6 el numero de ovocitos liberado por el ovario derecho

comparado con respecto a su grupo con Vh (Figura 21).

En el grupo tratado con Vh en la bursa ovarica derecha, la seccion del NOS
izquierdo aumento el numero de ovocitos liberado por el ovario derecho comparado
con su grupo con OSI (Figura 21).

Figura 21. Media = eem. del nimero de ovocitos liberados, de animales tratados a los 30
dias con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion simulada
izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho (SNOI,
SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el
estro vaginal.
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*p <0.05vs. Vh + SNOD (Prueba U de Mann Whitney)

°p <0.05vs. Vh + OSI (Prueba U de Mann Whitney)
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Peso relativo de los ovarios, las adrenales y el utero

En los animales tratados con VE en la bursa ovarica izquierda mas la OSD,
fue mayor el peso del ovario derecho comparado con su respectivo grupo con Vh
(Cuadro 4).

En el grupo tratados con Vh en la bursa ovérica izquierda la seccion del NOS
derecho resulté en menor peso del ovario izquierdo, comparado con su grupo con
operacion simulada (Cuadro 4).

La seccion del NOS izquierdo aumento la masa adrenal en animales tratados
con VE en la bursa ovarica derecha comparado con su grupo con Vh (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media + e.e.m del peso relativo (mg/100 g de peso corporal), del ovario
izquierdo, derecho, masa adrenal y Gtero de animales tratados a los 30 dias con Vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovérica, con operacion simulada izquierda o
derecha (OSI, OSD) o seccién del nervio ovarico superior izquierdo o derecho (SNOI, SNOD)
realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro
vaginal.

GRUPO n Ol Masa adrenal Utero
Ol oD
Vhg,+OSD 10 15.4 +0.8 14.3 £0.7 244 +1.1 141.3 £3.7
VEg+OSD 10 15.5+1.0 18.1 £1.3* 25.1+2.1 1529 +7.8
Vhg+SNOD 10 125+1.1° 15.0+0.5 24.6+0.9 126.3+ 6.6
VEg+SNOD 10 129+09 15.1+1.0 23.4+0.9 128.2 +5.7
Vhgp+OSI 10 15.2 +0.8 15.0 £0.8 23.3%1.2 145.9 +6.8
VEgp+OSI 10 15.5+0.5 14.2 £0.8 24.0+1.4 144.0 £5.7
Vhgp+SNOI 10 149+15 157+1.3 234+05 126.9+9.3
VEgp+SNOI 10 14.7+1.3 174+14 28.8+1.8* 155.5+11.9

*p <0.05vs. sugrupo con Vh (Prueba “t” Student)

°p < 0.05 vs. su grupo con operacion simulada (Prueba “t” Student)
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Hormonas esteroides

En los grupos tratados con VE en la bursa ovarica la OSI disminuyé la
concentracion sérica de progesterona comparado con su grupo con Vh, mientras

que la OSD no modifico la concentracién de la hormona (Figura 22).

La seccion del NOS derecho o izquierdo no modificd la concentracion de

progesterona en animales tratados con VVh o VE (Figura 22).

Figura 22. Media £ e.e.m de la concentracién sérica de progesterona de animales
tratados a los 30 dias con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con
operacion simulada izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccion del nervio ovarico superior
izquierdo o derecho (SNOI, SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados
aproximadamente a los 60 dias de edad en el estro vaginal.
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En el grupo tratado con VE en la bursa ovérica izquierda, tanto con la OSD
como con la seccion del NOS derecho aumento la concentracion sérica de estradiol

comparado con su grupo con Vh (Figura 23).

La operacion simulada izquierda y la seccion del NOS izquierdo no
modifico la concentracion sérica de estradiol, en los grupos tratados con Vh o VE
(Figura 23).

Figura 23. Media + e.e.m de la concentracion sérica de estradiol de animales tratados a
los 30 dias con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en la bursa ovarica, con operacion
simulada izquierda o derecha (OSI, OSD) o seccidn del nervio ovarico superior izquierdo 0
derecho (SNOI, SNOD) realizada a los 45 dias de edad y sacrificados aproximadamente a los 60
dias de edad en el estro vaginal.
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Resumen de resultados

TAO OVOCITOS PESO
PC MA PU P E
Ol oD Ol oD Ol oD

VEB|+OSD VS - - = = = = T = = = T
Vhg,+OSD

VEg+SNOD vs
Vhg,+SNOD

VEgp+OSl vs
Vhgp+OSI

VEgp+SNOI vs
Vhgp+SNOI

Resumen de los efectos de la seccion contralateral del NOS a ratas tratadas con Vh
o VE en la bursa ovarica sobre el peso corporal (PC), tasa de animales ovulantes
(TAO), ovocitos liberados, peso de ovarios, masa adrenal (MA), peso de Utero
(PU), concentracion sérica de progesterona (P,) y estradiol (E,). Donde los
simbolos de igual (=) indican no diferencias, la flecha hacia abajo ({.) disminucién,

la flecha hacia arriba (1) incremento en los parametros evaluados.
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Histologia del ovario

Los ovarios de los animales tratados con VE en la bursa ovérica izquierda
presentan quistes foliculares, sin cambios en la morfologia del ovario derecho,

comparado con el ovario de un animal tratado con Vh (Figura 24).

Los animales tratados con VE en la bursa ovarica izquierda y con seccion del
NOS izquierdo (ipsilateral) no presentan quistes, y tiene una morfologia similar a los
ovarios de los animales tratados con Vh. No hay cambios en la morfologia del ovario
derecho de estos animales. La seccion del NOS derecho (contralateral) no altero la
morfologia del ovario derecho, mientras que en el ovario izquierdo se observan
cambios en el desarrollo folicular si se compara con la morfologia de los ovarios de los

animales tratados con VVh (Figura 25).

En los animales tratados con VE en la bursa ovérica derecha el ovario presenta

foliculos atrésicos, sin cambios en el ovario izquierdo de estos animales (Figura 26).

Los animales tratados con VE en la bursa ovarica derecha y con seccion del
NOS derecho (ipsilateral) no presentan quistes, y tiene una morfologia similar a los
ovarios de los animales tratados con Vh. No se presentan cambios en la morfologia del
ovario izquierdo de estos animales. La secciéon del NOS izquierdo (contralateral) no
alterd la morfologia del ovario derecho, ni el izquierdo si se compara con un grupo con
Vh (Figura 27).
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Ovario izquierdo Ovario derecho

Vhg

VEsg

Figura 24. Fotomicrografia del ovario izquierdo
(A,C,D) o derecho (B,E) de animales tratados con
Vh o VE en la bursa ovérica izquierda (tincion
hematoxilina-eosina) a los 30 dias de edad y
autopsiados aproximadamente a los 60 dias de
edad. Foliculos primarios (FP), foliculos
secundarios (FS), foliculos preovulatorios (FPO),
cuerpos lateos (CL) y quistes foliculares (Q).
Aumento 4X
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Ovario izquierdo Ovario derecho

VEg, +SNOI

VEg, +SNOD

Figura 25. Fotomicrografia del ovario izquierdo (A,C,) o derecho (C,D) de animales tratados VE
en la bursa izquierda (tincion hematoxilina-eosina) a los 30 dias de edad y con SNOI o SNOD a
los 45 dias, sacrificados en el estro vaginal. Foliculos primarios (FP), foliculos secundarios (FS),
foliculos preovulatorios (FPO) y cuerpos lateos (CL). Aumento 4X
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Ovario izquierdo Ovario derecho

Vhgp

VEegp

Figura 26. Fotomicrografia del ovario izquierdo (A,C,) o derecho (C,D) de animales tratados VE
en la bursa del ovario derecho (tincién hematoxilina-eosina) a los 30 dias de edad autopsiados a
los 60 dias de edad. Foliculos primarios (FP), foliculos secundarios (FS), foliculos preovulatorios
(FPO), cuerpos lateos (CL), foliculos atrésicos (FA) y un quistes foliculares (Q). Aumento 4X
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Ovario izquierdo Ovario derecho

VEgp + SNOI

VEgp + SNOD

Figura 27. Fotomicrografia del ovario izquierdo (A,C,) o derecho (C,D) de animales tratados VE
en la bursa ovarica derecha (tincion hematoxilina-eosina) a los 30 dias de edad, con SNOI o
SNOD vy autopsiados en el estro vaginal. Foliculos primarios (FP), foliculos secundarios (FS),
foliculos preovulatorios (FPO) y cuerpos luteos (CL). Aumento 4X
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la rata la administracion de VE por via intraperitoneal es capaz de inducir
el SOPQ. EI mecanismo que se ha planteado para describir el desarrollo de esta
patologia es que el VE al actuar en el ovario, incrementa la concentracion del factor
de crecimiento neural, lo que se traduce en una mayor actividad de la tiroxina
hidroxilasa a nivel del ganglio celiaco y como consecuencia se incrementa la
concentracion de NA en el ovario (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; 2000;
Rosa-E-Silva y col., 2003). Cuando se administro el farmaco en la bursa ovarica no
se bloqued la ovulacion, sin embargo, se observd que la sensibilidad de los ovarios
al VE es diferente, ya que en el ovario izquierdo se formo un mayor nimero de

quistes foliculares que cuando se inyecta en el ovario derecho.

Analisis de los efectos de la administracion de valerato de estradiol en la

Bursa ovarica.

En la mujer se ha definido que los criterios para establecer la existencia del
SOPQ, es la presencia de quistes foliculares y la falta de ovulacion. En la rata, la
administracion intraperitoneal de VE induce estas caracteristicas (Brawer y col.,
1978; Hemmings y col., 1983; Rosas-E- Silva y col., 2003; Linares, 2006) por lo
que se dice que este farmaco es capaz de inducir el sindrome de manera similar a la
que presenta la mujer (Lara y col., 2000; Yen, 2001; Hoyt y Schmidt, 2004). Los
quistes foliculares se caracterizan por la ausencia de ovocito, hipertrofia de las
celulas de la teca y disminucion de las capas de las células de la granulosa (Lara y
col., 2000). La administracion de VE en la bursa ovérica induce la aparicion de

quistes foliculares, que son mas abundantes si se administra en el ovario izquierdo,
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sin embargo la ovulacion se produce de manera semejante al grupo tratado con el
vehiculo. Resultados que nos permiten sugerir que la sensibilidad de los ovarios al
VE es diferente y apoyan la idea de que la formacion de los quistes obedece a un
incremento en la concentracion de NGF (Dissen y col., 2000; Lara y col., 2000), y
de la actividad de la fibras simpaticas que llegan a los ovarios, sin embargo, se
requiere que en nuestro modelo experimental se determine si produce el incremento

en la concentracion de noradrenalina ovarica.

En la rata adulta el VE induce cambios en la dindmica del crecimiento
folicular desde los primeros 5 dias, a los 15 dias hay un incremento en la atresia
folicular yalos 30 dias una disminucién en el nimero de cuerpos lGteos, es hasta
los 60 dias después de la inyeccion de VE que se observa en los ovario la presencia
de quistes ovaricos y ausencia de cuerpos luteos (Brawer y col., 1986; Lara y col,
2000).

La formacién de quistes foliculares, alteraciones en la foliculogénesis y el
incremento de la apoptosis, estan relacionadas con el aumento en la
esteroidogénesis, disminucion en la expresion de receptores a estrogenos (ER- B) y
aumento de la concentracién de noradrenalina ovarica (Acufia, 2009). En nuestro
estudio se pudo observar que después de 30 dias de haber administrado el farmaco
ya hay formacion de quistes, posiblemente como respuesta del aumento de

noradrenalina inducido por el VE.

En la rata preplber, la administracion intraperitoneal de una dosis de VE
bloquea la ovulacion que he incrementa la concentracion de estradiol (Rosa-E-Silva
y col., 2003; Shulster y col., 1984). Cuando administramos el farmaco en la bursa
ovarica no se modifica la respuesta ovulatoria con respecto a lo observado en los

animales inyectados con el \Vh.
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Nuestro grupo de trabajo mostré que la administracion intraperitoneal de VE
en ratas prepuberales es capaz de bloquear la ovulacion aun cuando no se modifica
la concentracion plasmatica de FSH y LH (Morales y col., 2010). Por otro lado, se
ha demostrado que en ratas adultas se empieza a restablecer las concentraciones de
gonadotropinas a las 8 (Brawer y col., 1986) 6 22 semanas (Schulster y col., 1984)
posteriores a la inyeccion del farmaco. Esto nos indica que la falta de ovulacion en
un animal con SOPQ no esta relacionada directamente con las concentraciones de
gonadotropinas. En la histologia de los ovarios de animales tratados con VE en la
bursa ovarica, se puede observar desarrollo folicular y cuerpos luteos, lo que
confirma que se produjo la ovulacion, a pesar de que se da la formacion de quistes
foliculares. Estos resultados nos llevan a pensar que la formacion de quistes y el
blogueo de la ovulacion se llevan en diferentes tiempos. Dado que en el presente
estudio, el periodo entre la administracion del VE y la autopsia fue de 30 dias, es
posible que se requiera de mayor tiempo para observar el blogueo de la ovulacion.
A este respecto, Rosas (2006) mostré que la eficacia del VE para bloquear la
ovulacion depende de la edad en la que se administra el farmaco y del periodo post-

tratamiento.

Al analizar la respuesta ovulatoria entre el ovario tratado en la bursa
izquierda y el intacto observamos que es mayor la respuesta por la gonada intacta,
esta asimetria no se presenta cuando el farmaco se administra en la bursa derecha.
Al momento no contamos con una explicacion a este hecho, sin embargo, ya se ha
reportado que en la rata adulta intacta la ovulacidon es asimeétrica, dado que el

ovario izquierdo ovula mas ovocitos que el derecho (Dominguez y col., 2003).

En la rata hembra, la canalizacion de la vagina es el resultado de la accion de
los estrdgenos sobre el tejido vaginal (Ojeda y col., 1994). La administracién

intraperitoneal de VE resulta en el adelanto de la pubertad (Shulster y col., 1984;
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Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col., 2010). Cuando
administramos el VE en la bursa ovérica izquierda de igual manera se presenta
adelanto en la pubertad, acompafiado de un incremento en la concentracion sérica
de estradiol, posiblemente responsable del adelanto de la pubertad en estos
animales. Esta interpretacion nos ayuda a explicar el hecho de que si la
administracion del farmaco en la bursa derecha no modificé la concentracion serica

de estradiol entonces el inicio de la pubertad fue normal.

En el presente estudio se observd que la administracién de VE en la bursa
ovarica izquierda o derecha a ratas prepuberes no modifica la concentracion
plasmatica de progesterona. En la rata la administracion intraperitoneal de VE
puede aumentar la concentracion de progesterona (Stener-Victorin y col., 2005) o
no modificarla (Rosa-E-Silva y col., 2003; Barria y col., 2003; Morales, 2010), aln
cuando en la pared folicular incrementa la actividad de la 33 —HSD, enzima
encargada de transformar la pregnenolona a progesterona (Rosa-E-Silva y col.,
2003). El hecho de que el VE en la bursa de ovario no modifica la concentracion de
progesterona posiblemente nos indique que los cuerpos lateos del ovario tratado

como del intacto son funcionales.

La inervacion simpaética que llega al ovario regula la esteroidogénesis (Weiss
y col., 1982., Forneris y Aguado, 2002). En nuestro modelo el VE inyectado en la
Bursa ovarica aumenta la concentracion sérica de estradiol cuando el ovario tratado
es el izquierdo y no cambia cuando se administra en el derecho. Esta respuesta
asimétrica por parte de los ovarios podria ser explicada a partir de un namero
diferente de fibras que recibe cada ovario (Klein y Burden, 1988) o bien, que el
namero de fibras que conectan al SNC con los ovarios es diferente. En apoyo a esta
ultima interpretacion, se ha mostrado que al administrar trazadores virales
retrogrados en el ovario izquierdo hay un mayor nimero de conexiones sinapticas

entre el cerebro y la gbnada, que con el ovario derecho (Toth y col., 2007).
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En el modelo del animal con SOPQ se ha observado que hay modificaciones
del ciclo estral, teniendo como resultado periodos prolongados de una misma etapa
del ciclo ya sea en estro constante (Brawer y col., 1986; Barria y col., 1993)
proestro (Sotomayor- Zarate y col., 2008) o diestro (Manneras y col., 2007). En el
presente estudio, la administracion de VE en la Bursa ovarica izquierda resulto en
una modificacion del patrén del ciclo estral, caracterizado por una mayor numero de
dias en diestro. Algunos autores han explicado la aciclicidad vaginal como
resultado de la alteracion en la secrecion de gonadotropinas (Hemmings y col.,
1986; Rosa-E-Silva y col., 2003) o en la relacion LH: FSH (Rosa-E-Silva y col.,
2003). Aunque nuestro grupo de investigacion mostr6 que la alteracion del ciclo
estral no estd en funcion de la concentracion de gonadotropinas (Morales y col.,
2010).

La administracion de VE en la bursa ovarica izquierda resulté en aumento
del peso corporal, posiblemente en respuesta al aumento en la concentracion sérica
de estradiol. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que en mujeres que toman
anticonceptivos, hechos a base de estrégenos, incrementan su peso corporal por la

acumulacion de liquido (Higashida, 1996).

En la rata adulta la administracion de VE de forma intraperitoneal disminuye
el peso de los ovarios (Brawer y col., 1986; Farookhi y col., 1985). En nuestro
modelo se observé que la administracion de VE en la bursa izquierda disminuye el
peso del ovario sin tratamiento (derecho), al momento no tenemos una explicacion a
este hecho, ya que la histologia del ovario intacto mostré la presencia de foliculos y
cuerpos luteos, semejante a lo que observamos cuando el ovario intacto fue el

izquierdo.
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La inyeccion en bursa de VE disminuye la masa adrenal cuando el ovario
tratado es el izquierdo, efecto que no se observa cuando se administra en el ovario
derecho. Estos resultados nuevamente ponen de manifiesto que la sensibilidad de
los ovarios al VE es diferente, donde al parecer es la gonada izquierda la que
presenta mayor sensibilidad al farmaco. El hecho de que se observen cambios en las
adrenales podria ser explicado por el circuito neural que se establece entre los
ovarios y las adrenales a través del ganglio celiaco (Gerendai y col., 2009). Asi, las
fibras que van a llegar al ovario tienen su soma en el ganglio celiaco y de éste
surgen fibras vagales que van hacia las adrenales (Berthoud y Powley, 1993). No
podemos descartar la posibilidad de un efecto a nivel central, a este respecto se ha
observado que en ratas adultas la administracion de trazadores virales retrogrados
en el ovario y la adrenal izquierda producen un doble marcaje en ciertas areas del
SNC, lo que hablaria de una regulacion neural de la funcién de ambas glandulas
(Toth y col., 2008).

En el Gtero se encuentran receptores a estrégenos que varian a o largo de la
vida de animal (Chavez y col., 2002) y en la fase peripuberal de la rata el Utero es
mas sensible a los estrégenos (Ojeda y Urbansky, 1994). Por lo que la variacion de
la actividad de los estrogenos sobre el Utero puede provocar cambios en el peso del
organo. De los resultados del presente estudio se desprende la idea de que el peso
del Utero no depende Unicamente de la concentracién de estradiol, ya que cuando
administramos el VE en la bursa izquierda increment6 la concentracion de la
hormona, sin embargo, el peso del tejido fue menor. Esto podria indicar que,
disminuy6 el namero de receptores a estradiol, o bien, la sensibilidad de los mismos

fue menor.
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Andlisis de los efectos de la seccién unilateral del NOS en la hembra con
SOPQ.

En nuestro modelo de animal con SOPQ los efectos de la seccion unilateral

del NOS dependen del ovario tratado y del nervio seccionado.

En el modelo del animal con SOPQ la falta de ovulacién se ha atribuido a
una mayor actividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario por medio del
NOS. Por lo que al quitar esta informacién simpatica que llega a los ovarios, por la
seccion bilateral del NOS, se restablece la ovulacion (Barria y col., 1993; Rosa-E-
Silva y col., 2003). Sin embargo, la seccion unilateral del NOS restablece la
ovulacion del ovario inervado y no lo hace en el denervado aun cuando presenta una
menor concentracion de NA (Morales y col., 2010). Resultados que nos llevan a
pensar que la respuesta del ovario inervado, se debe a una activacién de otras fibras
nerviosas independientes del NOS. En el presente estudio, cuando el VE fue
administrado en la bursa ovérica, izquierda o derecha, y ademas se realizo la
seccion ipsilateral o contralateral del NOS los ovarios ovularon de manera
semejante a lo observado en los grupos con VE pero con el NOS intacto, y ya no se
observan los quistes foliculares. Dado que en nuestro modelo experimental
transcurrieron 30 dias entre la administracion del VE y la autopsia pensamos que se
necesita mas tiempo para determinar que papel juega el NOS en la ovulacion, ya

que el VE no fue capaz de bloquear totalmente la ovulacion.

En nuestro estudio la seccién ipsilateral o contralateral del NOS evit6 la
formacion de quistes foliculares, en los animales tratados con VE en la bursa
ovarica, el hecho de que con la seccion ipsilateral del NOS se evita la formacién de

quistes nos indica que la inervacion juega un papel estimulante en el desarrollo del
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SOPQ. Por otra parte, ya que cuando se realiza la denervacion contralateral al
ovario tratado con el VE y no hay formacion de quistes sugerimos que existe una
comunicacién entre ambos ovarios. A ese respecto ya se ha planteado que el NOS
puede ser una via de comunicacion neuronal entre los ovarios (Chavez y
Dominguez 1994; Morales y col., 1993).

Se ha planteado que la esteroidogénesis ovarica se encuentra bajo un control
neural. Asi la estimulacién de los receptores beta adrenérgicos resulta en un
incremento en la concentracion de progesterona, mientras que disminuye si se

estimula los receptores alfa adrenérgicos (Weiss y col., 1982).

En la rata la perforacién dorsal o ventral del peritoneo resulta en la alteracion
de la secrecion de hormonas esteroides (Cruz y col., 2006; Flores y col., 2006;
2008), lo que ha sido explicado por una via de comunicacion entre el peritoneo y el
ovario (Barco y col., 2003). Al igual a lo ya reportado, en el presente estudio la
operacion simulada en animales tratados con VE alterd la secrecion de hormonas
esteroides, lo que apoyaria la idea de la existencia de sefiales neurales que llegan

del peritoneo al ovario.

En estudios realizados en nuestro laboratorio se ha mostrado que en el
modelo del animal con SOPQ el efecto del NOS en la secrecion de progesterona
juega un papel asimétrico, ya que el NOS izquierdo inhibe la secrecion, mientras
que en NOS derecho la estimula (Morales y col., 2010). La seccién ipsilateral o
contralateral al ovario tratado con VE en la bursa ovarica no modifica la
concentracién de progesterona. Estas diferencias podria deberse a que en el animal
tratado con VE en la bursa ovarica, la secrecién de progesterona puede ser de
origen adrenal. En apoyo ha esta idea se ha mostrado que en ratas adultas la
principal fuente de progesterona durante las etapas de diestro 2, proestro y estro

proviene de las adrenales (Barco y col., 2003; Flores y col., 2005).
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En ratas con SOPQ, inducido por la inyeccion intraperitoneal de VE, la
seccion bilateral del NOS normaliza los niveles de hormonas esteroides ovaricas
(Rosa-E-Silva y col., 2003; Lara y col., 1993). Estudios previos de nuestro
laboratorio muestran que en la rata con SOPQ, la seccion unilateral o bilateral del
NOS resulta en una menor concentracion de estradiol (Morales y col., 2010). Por lo
que se sugiere que la informacién que llega por el NOS juega un papel estimulante
en la regulacion de la secrecion de estradiol. Estos resultados difieren parcialmente
a los obtenidos en este estudio ya que en animales tratados con VE en la Bursa
ovarica izquierda, la seccion del NOS izquierdo (ipsilateral) disminuye la
concentracién de estradiol, mientras que la seccion del NOS derecho (contralateral)
la aumenta. Por lo que el NOS izquierdo actia de manera estimulante en la

regulacion de la secrecion de estradiol, mientras que el NOS derecho la inhibe.

En los animales tratados con VE en la bursa ovarica la seccion del NOS
izquierdo o derecho pueden disminuir el peso de los ovarios. En la rata sin
sindrome, la seccion uni o bilateral del NOS incrementa el peso de los ovarios lo
que es explicado por la hiperemia que sufre la gbnada (Chavez y col., 1994). Eso
nos indica que el NOS juega un papel diferente en un animal normal y el que tiene
SOPQ.

En la rata tratada con VE en la bursa ovarica, la seccion del NOS izquierdo
0 derecho incremento la masa adrenal. Como ya se ha mencionado anteriormente,
existe una conexion entra la inervacion que llega al ovario y a las adrenales a través
del ganglio celiaco (Gerendai y col., 2009). Por lo tanto, es posible que la alteracion

en la masa adrenal se deba a la seccién del NOS.
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Con estos resultados podemos sugerir que en la rata peripuberal tratada con
VE en la bursa ovarica, el NOS regula de manera estimulante la formacion de
quistes foliculares, tiene un papel asimétrico en la secrecién de estradiol, y no
modifico la secrecion de progesterona ni la ovulacion,
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MODELO

En la figura 28 se puede observar que el ovario izquierdo es mas sensible al VE
ya que se forman un mayor nimero de quiste que cuando se inyecta el VE en la bursa
derecha. En los grupos tratados con VE en la bursa ovérica izquierda hay un retraso en
la pubertad que se acompafia de aumento en la concetracion de estradiol. El farmaco no
parece tener efecto sobre la ovulacion ni la concentracion de progesterona. Al igual que
cuando de inyecta VE de estradiol intraperitonealmente, el mecanismo que se plantea
para desarrollar el sindrome es que hay un incremento en la concentracion de NGF en
el ovario lo que provoca al nivel del ganglio celiaco el aumento de la actividad de la

tirosina hidroxilasa y como consecuencia se da el aumento de NA en el ovario.
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Figura 28. En este modelo se resumen los efectos del VE inyectado en la bursa ovarica
izquierda o derecha en ratas peripuberales de 30 dias de edad sobre la edad de apertura
vagina (EAV); numero de ovocitos liberados; concentracion de progesterona (Ps) Y
estradiol (E;) y la formacién de quistes. La flecha ( 7 ) indica aumento en los
parametros evaluados y el signo (=) indica que no se presentaron cambios significativos.
Ganglio celiaco (GC); noradrenalina (NA); tiroxina hidroxilasa (TH); factor de
crecimiento neural (NGF); ovario izquierdo (Ol); ovario derecho(OD) y valerato de
estradiol ( VE)
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En la figura 29 se puede observar que con la seccidn ipsilateral del NOS en
ratas tratadas con VE en la bursa ovarica se evita la formacion de quistes foliculares.
La administarcion en el ovario izquierdo se acompafia por una disminucién en la
concentracion de E, La seccion del NOS no parece tener efecto sobre la ovulacion ni
la concentracion de P,. Con estos resultados se puede plantear que el NOS tiene un

efecto estimulante en la formacion de los quistes.
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Figura 29. En este modelo se resumen los efectos del la seccion ipsilateral del NOS en
ratas peripuberales tratadas con VE sobre el numero de ovocitos liberados,
concentracién de progesterona (P,) y estradiol (E;) y la formacion de quistes. La flecha
( 1) indica aumento en los parametros evaluados y el signo (=) indica que no se
presentaron cambios significativos. Ovario izquierdo (Ol); ovario derecho(OD); valerato

de estradiol ( VE); noradrenalina (NA) y nervio ovarico superior (NOS).
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En la figura 30 se puede observar que la seccion contralateral del NOS evit6 la
formacion de quistes en las ratas tratadas con VE en la bursa ovarica derecha e
izquierda, augue se mantiene alta la concentracion de E, en esta ultima. Con esto

resultados se puede plantear que hay una via que comunicacion entre ambos ovarios.
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Figura 30. En este modelo se resumen los efectos de la seccion contralateral del NOS en
ratas peripuberales tratadas con VE sobre el ndamero de ovocitos
liberados,concentracion de progesterona (P,4) y estradiol (E2) y la formacion de quistes.
La flecha (1) indica aumento en los parametros evaluados y el signo (=) indica que no
se presentaron cambios significativos. Ovario izquierdo (Ol); ovario derecho(OD);
valerato de estradiol ( VE); noradrenalina(NA) y nervio ovarico superior (NOS).
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CONCLUSIONES

El VE administrado en la bursa ovarica induce la formacion de quistes

foliculares, pero no bloguea la ovulacion.

La administracién de valerato de estradiol en la bursa ovérica resultd en, una
respuesta asimétrica por parte de los ovarios, donde el ovario izquierdo es

mas sensible al farmaco.

El VE administrado en la bursa ovarica izquierda, aumenta la secrecién de

estradiol y no modifica la secrecion de progesterona.

En la rata inyectada con VE en la bursa ovarica izquierda, el NOS izquierdo
modula de manera estimulante la secrecion de estradiol. Efecto que

desaparece si el ovario tratado es el derecho.

En la rata inyectada con VE en la bursa ovarica derecha, el NOS derecho
parece no participar en la secrecion de estradiol, mientras que si el farmaco

se administra en el ovario izquierdo el NOS derecho la inhibe.

En la rata con SOPQ, la informacion que transcurre por el NOS no participa

en la secrecion de progesterona.

La seccion ipsilateral y contralateral del NOS evita la formacién de quistes
foliculares en el ovario tratado con VE en la bursa ovérica y no tiene efecto

sobre la ovulacion.
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