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Resumen

Resumen

El ovario se encarga de la produccién de ovocitos, la sintesis y liberacién de hormonas
sexuales, funciones que se encuentran bajo el control neuroendocrino del eje hipotdlamo-hipdfisis y
del propio ovario. La alteracién de la via neural o endocrina puede desarrollar algunas patologias, una
de ellas es el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ), que se presenta en una porcién importante de
mujeres en edad reproductiva (del 6 al 10%) y se asocia con alteraciones reproductivas (anovulacién),

con hirsutismo, hiperandrogenismo y obesidad.

En roedores la administracion de una dosis de valerato de estradiol (VE) induce el SOPQ, que
presenta anormalidades morfoldgicas y funcionales semejantes a las que se observan en la mujer con
esta patologia. Este sindrome es asociado a la hiperactividad de las fibras simpaticas que arriban al

ovario, via el nervio ovarico superior (NOS).

En el modelo de la rata con SOPQ, la eliminacidon total de la informacidn simpdtica aportada
por el NOS, restablece la aciclicidad estral, la respuesta ovulatoria y la concentracién sérica de
hormas esteroides, mientras que la eliminacidn unilateral del NOS restablece la funcién ovarica sdélo
en el ovario inervado. En el modelo del animal con sindrome, el nervio vago modula de manera
inhibitoria la respuesta ovulatoria y la secrecién de estradiol. Estos resultados han llevado a sugerir la
participacién del vago como otra fuente de informacidn en el establecimiento del SOPQ. Para analizar
la participacion del NOS y del nervio vago en el animal con SOPQ, utilizamos ratas hembras de 10 dias
de edad de la cepa ClIZV, a las que se les indujo el sindrome por la administracion intraperitoneal de
VE (2 mg VE en 0.1 ml de aceite de maiz) y a los de 24 dias de edad fueron sometidos a una
laparotomia o a la seccion uni o bilateral del NOS y en el mismo acto quirurgico se realizd la seccidn
bilateral del nervio vago. Como grupos de comparacion se utilizaron animales inyectados con vehiculo
(VH) y sometidos a las mismas cirugias o los que fueron laparotomizados. Los animales de los
diferentes grupos fueron sacrificados aproximadamente a los 90 dias de edad, cuando presentaron
un estro vaginal. Se evalud la ovulacidn, el aspecto histolégico del ovario y la concentracién de

hormonas esteroides (progesterona y estradiol).




Resumen

La administracion de VE en la etapa infantil, resulté en un adelanto en la edad de apertura
vaginal y en una disminucién del 90% en la cuota ovulatoria, asi como la presencia de quistes

ovaricos.

En la rata sin la patologia, el 90% de los animales sometidos a la seccién uni o bilateral del
NOS seguida de la seccidn bilateral del vago, liberé un nimero de ovocitos similar al grupo testigo
absoluto. La seccion uni o bilateral del NOS mas la seccidn bilateral del nervio vago, disminuye casi un
50% la concentraciéon plasmadtica de progesterona y aumenta la concentracién plasmatica de

estradiol.

En animales con la patologia, la seccidn unilateral o bilateral del NOS mas la vagotomia
bilateral incrementd la tasa ovulatoria, llegando incluso al 90% cuando se corta el NOS-derecho,

mientras que sélo el 50% ovula si se corta el NOS-izquierdo o ambos nervios ovaricos.

En animales con VE+SNOD+SBNV fue menor la concentracion de progesterona (4.8+0.82 vs
13.6%2.7, p<0.05) y estradiol (129+7.4 vs 156.5+8.7, p<0.05) en comparacion con su grupo tratado
con VH. En el grupo con VE+SNOI+SBNV no se modificé la concentracién de progesterona (8.3+1.7 vs

11.7+2.7, N.S), pero si la de estradiol (149.14£9.79 vs 96.2+4.6, p<0.05).

Los resultados del presente estudio muestran que en el modelo del animal con SOPQ, hay
una mayor participacion del NOS-derecho en el proceso de ovulacién que del NOS-Izquierdo. En el
modelo del animal con VE+SNOI+SBNV la informacion neural de estas dos vias participa de manera
estimulante en la secrecién de progesterona y de manera inhibitoria en la de estradiol. Mientras que

con VE+SNOD+SBNV la regulacion es de manera estimulante para ambas hormonas esteroides.




Introduccion

Introduccion

Aproximadamente del 6 al 10% de mujeres en edad reproductiva presenta el sindrome del
ovario poliquistico (SOPQ), por lo que es considerado la causa mas comun de infertilidad
femenina. Este sindrome se caracteriza por una alteracion en la secrecidn basal de
gonadotropinas, altas concentracion de estradiol y de andrégenos, ademds de ovarios
poliquisticos (Schulster y col., 1984). Las consecuencias del SOPQ a largo plazo consisten en
el desarrollo de cancer endometrial, diabetes tipo Il y trastornos cardiovasculares. En
pacientes con SOPQ se han descrito alteraciones funcionales en el eje hipotalamo-hip&fisis-

ovario (Yen, 2001).

En el SOPQ se ha atribuido la falta de ovulaciéon a una mayor actividad de las fibras simpaticas
que arriban al ovario por el nervio ovarico superior (NOS), de manera que cuando a ambos
ovarios se les priva de esta fuente nerviosa resulta en ovulacién normal (Barria y col., 1993;
Rosa-E-Silva y col., 2003). Sin embargo, resultados previos de nuestro laboratorio muestran
que cuando se realiza la denervacion unilateral del NOS, es el ovario inervado el que ovula 'y
no lo hace el denervado, aln cuando presenta una menor concentracién de noradrenalina

(NA) (Morales 2010).

La vagotomia bilateral resulta en el retraso del inicio de la pubertad (Ojeda vy col., 1983), sin
cambios en la respuesta ovulatoria (Cruz y col., 1986; Morales y col., 2004). El nervio vago
modula de manera estimulante la secrecion de progesterona, ya que al realizar la vagotomia
uni o bilateral resulta en una menor concentracién de progesterona (Ojeda y Aguado del
1983; Morales y col, 2004; Hernandez 2009), ésta misma respuesta se presenta en la rata

prefiada (Lawrence y Buden, 1978).

En el presente estudio se analizé la participacion del NOS y del nervio vago en la regulacién

del sindrome de ovario poliquistico, inducido por valerato de estradiol.
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El ovario

Los ovarios de la mujer miden unos 3-4 cm de longitud, pesan unos 15 gy se localizan
en la fosa ovdrica de la pelvis. Estan fijos a la pared posterior del abdomen por el mesoovario

0 mesenterio ovarico.

El 6rgano esta formado por tejido estromal que contiene ovocitos primarios alojados
dentro de los foliculos primordiales y células intersticiales glandulares (Pocock y Richards

2005) (figura 1).

Las funciones de los ovarios son dos: la produccién de ovocitos y la sintesis y
liberacion de hormonas esteroides (progesterona, andrégenos y estrégenos) y proteicas
(inhibina y activina). La primera funcién la realiza mediante dos procesos estrechamente

ligados entre si, los cuales se denominan foliculogénesis y ovogénesis (Sdnchez 1999).

En el ovario se distinguen tres zonas. La zona mas dominante es la corteza, que
contiene foliculos en diferentes estadios de maduracién con los ovocitos. Entre los foliculos
se encuentran el tejido conectivo de sostén y las células intersticiales (estroma). Las otras dos
zonas del ovario son la médula, que contiene una rica red vascular y tejido conectivo, y el
hilio, donde se encuentra la arteria y la vena ovarica, los vasos linfaticos, las terminales

nerviosas y las células intersticiales (Sanchez 1999).

La corteza del ovario de un individuo adulto estd constituido por tres unidades
funcionales diferentes: el tejido intersticial, los foliculos y el cuerpo lUteo. Estas estructuras

estan en constante transformacion (Sanchez 1999).
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Figura 1. Representacidén esquematica de la estructura histolégica de un ovario de mamifero
que indica sus tres regiones (médula, corteza e hilio) y los estadios de desarrollo folicular

(Modificado de Pocock y Richards, 2005).
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Desarrollo folicular

En cada ciclo ovarico, un foliculo crece y pasa por una serie de cambios que incluyen:
crecimiento y maduracidn, ovulacién, formacidon del cuerpo ldteo y en ausencia de

fecundacién su degeneracién (Pocock y Richards 2005).

El desarrollo folicular, se divide en varios estadios que se conocen con nombres que
reflejan la estructura o funcién cambiante del foliculo. La primera mitad del ciclo ovdrico
consta del estadio primordial, preantral, antral, preovulatorio que se relaciona con el
crecimiento y desarrollo folicular. La ovulaciéon se produce a mitad de ciclo ovarico, y a
continuacion el foliculo colapsado se convierte en un cuerpo luteo por un proceso conocido

como luteinizacién (Pocock y Richards 2005) (Figura 2).
Foliculo primordial

El foliculo primordial contiene un oocito primario (25 um) en estado de arresto
meidtico, rodeado por una capa Unica de células de la granulosa aplanadas. La lamina basal
gue rodea a las células de la granulosa aisla al foliculo del resto del tejido ovarico, sin acceso

directo al sistema vascular y en consecuencia al sistema endocrino (Arce y col., 2006).
Foliculo preantral

Cuando el foliculo primordial, en respuesta a las gonadotropinas, ya ha iniciado su
desarrollo se convierte en foliculo preantral. Se produce aumento considerable del didametro
del foliculo, que pasa de aproximadamente 20 um a 200-400 pum. El ovocito primario también
aumenta de tamafo dentro del foliculo hasta alcanzar aproximadamente los 120 um,
aumenta su actividad anabdlica con la finalidad de almacenar nutrientes en su citoplasma
gue requerirdn para su maduracion. Las células estromales que rodean al ovocito se dividen
formando diversas capas de células de la granulosa y secretan una glucoproteina que dejan

una region alrededor del ovocito sin células, conocida como zona peltcida. Las células
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adyacentes a la ldmina basal se multiplican y se diferencian formando capas concéntricas,

alrededor del foliculo primario, denominada teca (Pocock y Richards 2005).

Las capas mas externas a las células tecales son planas y de naturaleza fiboromuscular
(teca externa), mientras que las capas internas son mas cuboidales (teca interna) (Pocock y

Richards 2005).
Foliculo antral o secundario

El estadio antral de desarrollo suele durar de 8 a 10 dias. Durante este tiempo las
capas celulares de la granulosa y tecales continian aumentando de grosor. Las células de la
granulosa empiezan a secreta liquido folicular alrededor del ovocito. Este liquido forma el
antro, que da nombre a este estadio. Hacia el final de este estadio el foliculo es mucho mayor
(alrededor de 5 mm de diametro) aunque el ovocito sigue teniendo mds o menos el mismo

tamafio (120 um) (Pocock y Richards 2005).
Foliculo preovulatorio o de Graaf

A medida que el foliculo se acerca al final de la fase antral de desarrollo y se produce
el aumento repentino en la concentracion sérica de estrégenos, las células de la granulosa
adquieren receptores a la hormona luteinizante (LH). El estadio preovulatorio solo dura 36 h,
pero durante este tiempo el foliculo experimenta importantes cambios que culminan con su

ruptura y liberacién del dvulo (Pocock y Richards 2005).
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Figura 2. Esquema que muestra las caracteristicas del foliculo ovarico en diferentes etapas de

crecimiento en el ovario: (A) primordial, (B) primario, (C) secundario y (D) preovulatorio o de Graaf
(Tomado y modificado de Berne y col., 1999).




Marco teorico

Ovulacion

Aproximadamente en la mitad del ciclo, el foliculo ovérico bajo la influencia de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y de la LH, experimenta un crecimiento repentino que
origina una prominencia o tumefaccidon quistica en la superficie del ovario. En seguida
aparece una pequena mancha vascular, el estigma, sobre dicha prominencia. Antes de la
ovulacidn, el ovocito secundario y algunas células del cimulo odforo se desprenden del

interior del foliculo distendido (Moore y Persaud 2008).

La ovulacidn es desencadenada por una elevacién brusca de LH, conocida como “pico
preovulatorio” y la concentracién de los estrogenos aumenta hasta alcanzar un maximo. La
ovulacién suele producirse 12 a 24 horas después del pico de LH. Las altas concentraciones
de estrégenos desencadenada por la secrecién de LH, hace que se hinche el estigma como un
globo formando la vesicula. El estigma se rompe de inmediato, expulsando el ovocito

secundario junto con el liquido folicular (Moore y Persaud 2008).

La expulsion del ovocito es resultado de la presion intrafolicular y posiblemente de la
contraccion del musculo liso de la teca externa debida a la estimulacién por las
prostaglandinas. La digestidon enzimatica de la pared folicular es uno de los mecanismos
principales que determinan la ovulacién. El ovocito secundario expulsado esta rodeado por la
zona pellcida y por una o por mas capas de células foliculares, que se disponen radialmente
constituyendo la corona radiada, formando el complejo ovocito-cumulo. El pico de la LH
induce la reanudacion de la primera division meidtica del ovocito primario (Moore y Persaud

2008) (Figura 3).
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oocyte

corona
radiata

Figura 3. Esquema de la ovulacidon. Donde se observa el rompimiento del estigma dando paso

a la liberacion del ovocito (Ross 2004).
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Atresia folicular

La atresia folicular es un proceso degenerativo por el cual pasan la mayoria de los
foliculos presentes en el ovario, por medio de este proceso los foliculos y los ovocitos se
eliminan del ovario. En las mujeres la atresia comienza alrededor del sexto mes de la vida

embrionaria y continua interrumpidamente durante la vida reproductiva (Rosales 1998).

Al igual que todo el desarrollo folicular, la atresia es un fendmeno continuo y
finalmente los foliculos atrésicos se convierten en cuerpos fibrosos. La atresia parece
desempeiiar un papel importante en la diferenciacién del tejido intersticial esteroidogénico
del ovario, conocido con el nombre de glandula intersticial. La atresia folicular ocurre en
cualquier momento de la vida del organismo y parece ser que algunas células de la teca
interna que rodean al epitelio folicular se hipertrofian y forman pequefios cimulos de células

esteroidogénicas localizadas en el estroma (Gonzalez-Merlo y col., 2003).

Con la atresia de los foliculos disminuyen progresivamente los receptores de
estrégenos FSH, LH, pero la teca conserva durante cierto tiempo su capacidad de respuesta a
la LH produciendo esteroides, fundamentalmente andrdogenos (androstenediona vy
testosterona). Esta produccién androgénica induce, por un lado, la atresia folicular y por
otro, aumenta la libido. Los andrdgenos estimulan la produccién de inhibina por las células
de la granulosa, y ésta a su vez, disminuye la FSH; este descenso de la FSH induce una
reduccion de la aromatizacidon de los andrdgenos en estrégenos, lo que favorece la atresia

(Gonzélez-Merlo y col., 2003).

Varios procesos anatomo-fisioldgicos estan asociados con la atresia folicular, entre
ellos se encuentra: desprendimiento y degeneracion de las células de la granulosa, presencia
de células con nucleos picnéticos en la granulosa, fragmentacion de la ldmina basal,
reduccion de la sintesis de ADN, disminucién de la sintesis de estrégenos, disminucion en la
capacidad de unién de las gonadotrofinas a sus receptores (Rosales 1998). Otro mecanismo

implicado podria consistir en la apoptosis (muerte celular programada), que es un modelo de

11



Marco teorico

muerte celular no téxica que elimina células aisladas de los tejidos, sin desencadenar una

respuesta inflamatoria (Yeh y Adashi 2001).

Mientras que la muerte y la degeneracién del ovocito son consecuencias inevitables
de la atresia, la continuacion de la meiosis y la expulsiéon de al menos el primer cuerpo polar

pueden ser manifestaciones tempranas de atresia en algunos foliculos (Yeh y Adashi 2001).

12



Marco teorico

Biosintesis de las hormonas esteroides en el ovario

El precursor en la biosintesis de esteroide es el colesterol que puede ser sintetizado a
partir del acetato; pero la principal fuente para la esteroidogénesis del ovario, procede de las
lipoproteinas circulantes; en la especie humana, predominantemente las lipoproteinas de
baja densidad (LDL); en otras especies, como en o0sos, predominan las de alta densidad (HDL)

(Gonzalez-Merlo y col., 2003).

Las lipoproteinas se unen a los receptores especificos de las células productoras de
esteroides y penetran en dichas células. En el interior de las células se unen con lisosomas,
cuyas proteasas y esterasas desdoblan las lipoproteinas y dejan en libertad el colesterol no

esterificado y a los aminoacidos (Gonzalez-Merlo y col., 2003).

El colesterol intracelular es transportado a la mitocondria por medio de una proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda llamada StAR (por sus siglas en inglés steroidogenic
acute regulator), aunque probablemente en este trasporte intervengan otras proteinas como
la trasportadora del esterol 2, el polipéptido activador de la esteroidogénesis vy el receptor

periférico de benzodiacepina (Gonzalez-Merlo y col., 2003).

El colesterol (C27) en las mitocondrias es transformado en pregnenolona (C21). Esta
reaccion esta catalizada por un complejo enzimatico (22-Hidrolaxa; 20,22-Desmolaxa) (Figura

a).

La pregnenolona es un precursor comun a todas las hormonas esteroides del ovario.
Por la via de la A® la pregnenolona se convierte en progesterona. Un complejo enzimatico
microsomal interviene en esta transformacion (A >-3B-hidroxisteroide-deshidrogenasa; A> *-

isomerasa).

Los andrégenos (C19) se sintetizan en el ovario a partir de la pregnenolona y de la

progesterona. Existen don vias, en la produccion de andrdgenos; una a partir de la
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pregnenolona y otra a partir de la progesterona. En las dos vias, el primer paso es la 17a-

hidroxilacién y con formacion de 17a-hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona:

1- Via Ad-esteroides:

progesterona—>17ahidroxiprogesterona—>androstenediona—>testosterona.

2- Via A5-esteroides:

pregnenolona->17hidroxipregnenolona—>androstenediona—>testosterona.

La mayoria de los andrégenos producidos en el ovario son transformados en estrégenos.
Pero parte de ellos (androstenediona y dehidroepiandrosterona) pasan a la circulacién
general y pueden ser convertidos en la periferia en testosterona y estrégenos, asi como ser

excretados por la orina en forma de 17-cetosteroides (Gonzalez-Merlo y col., 2003).

Los estrégenos (C18), se producen en el ovario, al igual que en las suprarrenales y en los
testiculos, a expensas de los andrdégenos. La androstenediona originara la estrona y la
testosterona el estradiol; para ello se ha de producir la hidroxilaciéon en el carbono 3, la
aromatizacion en el anillo A y la pérdida de un grupo CH3, del carbono 10. Estas
transformaciones estan provocadas por un complejo enzimdtico, denominada aromatasa
P-450, localizado en las membrana del reticulo endoplasmico agranular de las células de la

granulosa del ovario (Gonzdalez-Merlo y col., 2003).
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Figura 4. Esquema de la biosintesis de las hormonas esteroides (Tomado y modificado de Van

Voorhis 1999).
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Desarrollo puberal

La pubertad se define como la etapa de transicidon entre la infancia y la edad adulta.
En él tienen lugar cambios fisicos, psicolégicos, funcionales y psicosociales. Durante esta
etapa se desarrollan los caracteres sexuales secundarios y se adquiere la capacidad

reproductora (Herrera 1994).

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias de gestacién del
humano (Ojeda y col.,, 1980). La diferenciacion sexual del encéfalo se produce por la

presencia o ausencia de la testosterona secretada por los testiculos (Dorner 1980).

En la rata hembra desde el nacimiento hasta la etapa puberal transcurren
aproximadamente entre 35 y 40 dias. El Unico signo exterior que seiiala el inicio de la
funcién reproductora es la canalizaciéon de la vagina, que normalmente permanece no
perforada en ratas inmaduras. La apertura vaginal ocurre en el dia posterior a los picos
preovulatorios de gonadotrofinas y los frotis vaginales muestran células correspondientes a
un estro. A partir de este momento la rata puede quedar preiiada (Becu-Villalobos y Lacau-

Mengido 1990).

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

reproduccién se produce en un lapso de 5 semanas.

Las etapas por las que atraviesa un animal hasta llegar a la pubertad son cortas y los
cambios que ocurren en cada una son determinantes para que se inicie la pubertad (Becu-

Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

El desarrollo de la rata hembra se ha dividido en cuatro etapas: 1) neonatal (desde el
nacimiento hasta el dia 7), 2) infantil (de 8 a 21 dias), 3) juvenil (de 21 a 30 dias), y 4)
peripuberal, periodo que culmina con la primera ovulacién (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido

1990).
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1.-Etapa neonatal se caracteriza por la insensibilidad del ovario a las gonadotrofinas,
es decir que el crecimiento folicular se inicia en forma independiente a ellas (Peter 1970). A
partir del 5to dia la FSH recién comienza a estimular la produccién de estradiol a partir de
testosterona. A final de esta etapa se hace evidente la respuesta esteroidogénica del ovario a
las gonadotrofinas (Lamprecht 1976), las concentraciones de FSH, son bajas antes del
nacimiento y a partir de este momento empiezan a aumentar, mientras que la concentracion

de LH sérica se mantiene baja (Dohler y col., 1974).

2.-Etapa infantil, se caracteriza por concentraciones muy altas de FSH (Dohler y col.,
1974; Mackinnon y col., 1976) y por la presencia de picos esporadicos de LH (Doler y col.,
1974; Wuttke y col.,, 1980). Las concentraciones de FSH son fundamentales para el
reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegardn a ovular en la pubertad (Hage y col.,
1978; Ojeda y col., 1980). A partir del dia 15 de vida disminuye la FSH y desaparecen los picos
de LH.

3.-Etapa juvenil, la FSH disminuye sensiblemente y las concentraciones de LH son
bajas y constantes en un comienzo. Los cambios mas importantes se producen en relacién
con la LH, que comienza a secretarse en forma pulsatil (Andrews y Ojeda 1981) y hacia el
final del periodo, incrementa sus valores basales (Meijs-Roelofs y col 1983) y la amplitud de

sus pulsos (Urbanski y Ojeda 1983) durante la tarde, estableciéndose un ritmo circadiano.

En el ovario se observa un aumento en el nimero de receptores a LH (Smith-White y
Ojeda 1981), que junto con el patrén de secreciéon de la LH se traduce en una mayor

esteroidogénesis.

4.- Etapa peripuberal, Alrededor de los 30 dias comienza esta etapa. El patrén
circadiano de LH se establece clara y regularmente. Este ritmo circadiano de LH, al igual que
el ritmo de la prolactina que presenta un pico en horas de la tarde, es independiente del
control esteroideo (Kimura 1981). En el ovario se observa un maximo nimero de receptores

para FSH y LH (Ojeda y Urbanski 1988). Aumentan consecuentemente las concentraciones de
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estradiol, progesterona y testosterona, las concentraciones aumentadas de esteroides
afectan al hipotdlamo y cuando llegan a las concentraciones adecuadas comienza la descarga
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que culmina con el pico de

gonadotrofinas y la primera ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).
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Ciclo estral

La ciclicidad de la funcién ovarica durante la vida reproductora es un hecho bien
conocido. En la mayoria de las especies, con excepcidn de los primates, la caracteristica mas
relevante de la ritmicidad es la aparicion de la conducta de “celo” o “estro” (ciclo estral), en
la cual la hembra acepta la monta y la cdépula. Esta conducta de estro coincide
temporalmente con la ovulacién (rata, ratén, hamster, cobaya). En otros mamiferos (gato,
conejo, hurdn) la ovulacion es un fendmeno reflejo desencadenado por el estimulo del coito,

que solo tiene lugar durante los periodos de “estro” (Sanchez 1999).

El ciclo estral de la rata, dura entre 4 y 5 dias y esta influenciado por factores
exteroceptivos como la luz, la temperatura y las sustancias quimicas percibidas por el sentido
del olfato. Se divide en 4 fases: estro, metaestro, diestro y proestro (Sdnchez 1999) (Figura

5).

La fase del estro es el periodo de celo en el que la hembra presenta patrones de
conducta sexual caracteristicos. El acercamiento, la monta por el macho y la cépula son
permitidos. Como la ovulacién ha sucedido pocas horas antes, los dvulos se encuentran en el
oviducto. El foliculo postovulatorio comienza a estructurarse como cuerpo lateo. En la
mucosa vaginal se encuentran numerosas mitosis que desplazan a las capas mas
superficiales (epitelio escamoso y cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina. La
presencia de estas células en el frotis vaginal es indicativa de estro y sefial probable de que

ha ocurrido la ovulacién (Sanchez 1999).

Al dia siguiente aparece la fase del metaestro, que tiene aproximadamente la misma
duracion que la fase de estro. La monta y la cdpula ya no son permitidas. La secrecién de
progesterona por el cuerpo luteo y la del estradiol por los foliculos inhiben la secrecién de
gonadotrofinas. La vascularizaciéon y la motilidad del uUtero estan disminuidas. En el frotis
vaginal se aprecia infiltracién leucocitaria junto con algunas células cornificadas (Sanchez

1999).
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La fase de diestro dura 60-70 horas. Durante esta fase tiene lugar la regresiéon del
cuerpo luteo (leutedlisis), que en algunos roedores estimula la liberacion de prolactina.
Mientras tanto la secrecién de estradiol por los foliculos en crecimiento sigue aumentando.
Al igual que en la fase de metaestro, los esteroides ovaricos inhiben la secrecién basal de

gonadotrofinas que a su vez mantienen el crecimiento folicular (Sdnchez 1999).

La ultima fase del ciclo estral es la de proestro. Los foliculos han adquirido el estadio
de foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de estradiol. Esta hormona ejerce
ahora un efecto estimulante sobre la secrecidn de gonadotrofinas. La LH produce la
ovulacion y la luteinizacion del foliculo postovulatorio. El Gtero por accidon del estradiol se
hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células epiteliales nucleadas. La
copula solo es permitida en el proestro tardio con el comienzo de la fase de oscuridad

(Sanchez 1999).

Células epiteliales cornificadas

Células
epiteliales
nucleadas

Figura 5. Esquema que representa las células del frotis vaginal recogidas durante las

diferentes etapas del ciclo estral de la rata (Hoar 1978).
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Eje hipotalamo-hipofisis-ovario

El control endocrino de la funcién ovdrica es ejercido por hormonas, como los
estrogenos y la progesterona. La produccidon de estas hormonas es controlada por el eje
hipotdlamo-hipodfisis. Las neuronas que se encuentran en el drea predptica del hipotalamo
segregan de forma pulsatil la GnRH, la cual entra en la circulacién portal de la hipdfisis y llega
a esta ultima. La GnRH actua sobre receptores especificos de las células hipofisarias
secretoras de gonadotrofinas y estimula la liberacion pulsatil tanto de la FSH como de la LH.
Estas dos gonadotrofinas actian sobre los receptores especificos que hay en el ovario y
estimulan la produccion de esteroides sexuales y hormonas peptidicas, asi como la ovulacién

(Curtis y col., 1998).
Sindrome de Ovario Poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno heterogéneo de etiologia
incierta. Stein y Leventhal definieron en 1935 el sindrome que lleva su nombre y que
consistia en ovarios poliquisticos asociados a la esterilidad, obesidad e hirsutismo. Durante

muchos afios, a este cuadro clinico se le lamo sindrome de Stein Leventhal (Botella 1995).

El SOPQ se presenta en una porcidén importante de mujeres en edad reproductiva (del
6 al 10%) y se asocia con alteraciones reproductivas (anovulacién), con hirsutismo,
hiperandrogenismo y obesidad. Este sindrome constituye un factor de riesgo para el
desarrollo de carcinoma endometrial y se encuentra relacionado con alteraciones
metabdlicas y con una mayor prevalencia de enfermedades cardiovasculares (Lobo 2000). No
se han presentado evidencias concluyentes para vincularlo con cancer de ovario (Balen
2001). Los ovarios presentan aumento de volumen, turgentes y con apariencia globulosa. La
tunica albuginea en mds gruesa y blanquecina, y hay numerosos foliculos de didmetro

variable.

21



Marco teorico

A pesar del estado polifolicular del ovario los estrégenos se encuentran en
concentraciones bajas. A pesar del aumento en la concentracién plasmatica de LH, no se
produce la ovulacién y por consiguiente no se forma el cuerpo lGteo. La progesterona se
encuentra en concentraciones bajas que pueden ser inferiores a 1ng/ml, como corresponde

a un ciclo anovulador (Botella 1995).

Los cambios en las gonadotropinas son muy caracteristicos, hay aumento de LH y
disminucion de FSH, algunos autores coinciden con la elevacién de LH pero no en la baja de
FSH, que estaria dentro de los limites normales. La elevacion de LH, explica que el intersticio

ovarico esté estimulado y produzca un exceso de andrégenos (Botella 1995).
Induccién del SOPQ por valerato de estradiol

El valerato de estradiol (VE) es un estrégeno de larga actividad, con una vida media de
7-15 dias (Rosa-E-Silva y col., 2003), induce mayor hiperactividad de las fibras simpdaticas que
llegan al ovario via el NOS, debido a que el VE provoca en el ovario incremento de la
concentraciéon del factor de crecimiento neural (NGF) y su receptor de baja afinidad p75, el
cual a nivel del ganglio celiaco aumenta la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (TH),
enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, y como consecuencia aumenta la

concentracion de NA ovarica (Lara y col., 2000).

En respuesta a la administracién del VE aumenta la capacidad de las terminales
nerviosas para incorporar y liberar noradrenalina, por lo que incrementa el contenido de
noradrenalina (NA) ovarica y disminuye el nimero de receptores B-adrenérgicos en células

de la teca interna y de la glandula intersticial (Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003).

Se ha descrito que en los roedores la administracion de VE, induce el SOPQ (Brawer y col.,
1978, 1986; Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Farookhi y col., 1985; Barria y col.,
1993; Lara y col.,, 1993; Stener-Victorin y col.,, 2005; Rosa-E-Silva y col., 2003). La
administracion de VE a ratas reduce la masa ovarica, altera la dindmica del desarrollo

folicular, lo cual se ve evidenciado por una disminucién en el nimero de foliculos sanos
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(Rosa-E-Silva y col., 2003), incremento en la poblacién de foliculos antrales pequefios,
ausencia de cuerpos luteos (Barria y col.,, 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003), anovulacién y

formacion de quistes foliculares (Brawer y col., 1978, 1986; Lara y col., 2000).

En el cultivo de ovarios provenientes del animal con SOPQ se observa una alteracion
en la esteroidogénesis ovarica, donde la secrecion de estradiol incrementa de manera
significativa, posiblemente como resultado de una mayor actividad de las aromatasas.
Mientras que la secrecidén de progesterona y andrégenos no se ve modificada (Barria y col.,
1993). Por otro lado, en el modelo de la rata infantil tratada con VE, se observa una
disminucion en la concentracidn sérica de gonadotropinas, en donde la disminuciéon es mas

evidente en LH que en FSH (Rosa-E-Silva y col., 2003).

Inervacion ovarica

La mayoria de las glandulas endocrinas, incluido el ovario, estdn inervadas por las
neuronas del sistema nervioso periférico. Los ovarios de los mamiferos estan inervados por
neuronas simpaticas, parasimpaticas y sensoriales. Cuyas fibras alcanzan componentes
estructurales de la glandula, incluido la vasculatura, el tejido intersticial y los foliculos en

desarrollo (Dissen y Ojeda 1999).

La inervacién ovarica simpatica proviene de los ganglios celiaco y mesentérico y de los
nervios espldcnicos lumbares (Dissen y Ojeda 1999), la porcién simpatica de la inervacion
ovdrica se origina en el segmento tordcico T-11 al lumbar L-4. La inervacién simpatica llega al
ovario por medio del nervio ovérico superior (NOS) y del plexo ovarico (PO), estd compuesta
por fibras que transportan neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal vasoactivo (VIP) y por
aquellas que contienen catecolaminas (principalmente NA). En la inervacién sensorial
participan fibras que contienen el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),

sustancia P (SP) asi como VIP (Lawrence y Burden 1980; Dissen y Ojeda 1999) (Figura 6).
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El NOS estd asociado con el ligamento suspensorio (Burden 1978; Burden 1985) e
inerva en el ovario principalmente a las células del tejido intersticial y la teca interna de los
foliculos y aunque las células de la granulosa y del cuerpo liteo no estadn inervadas tienen
receptores beta adrenérgicos (Lawrence y Burden 1980; Dissen y Ojeda 1999).Mientras que
el PO viaja a lo largo de la arteria ovarica (Dissen y Ojeda 1999) y esta formado por una red
de fibras nerviosas que revisten la arteria y la vena ovarica, inerva el oviducto, al ligamento

ancho uterino y al ovario.

J
/

\ / Ligamento
—_— A
\ { suspensorio
Nervio ovarico
superior

-
Plexo |
ovarico | 1
1

)\
Arteria j Ovario
ovdrica \..lf

’

Figura 6. Esquema que muestra la inervacion simpatica del ovario compuesta por el plexo

ovarico y el nervio ovarico superior (Tomada y modificado de Lawrence y Burden 1980).
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El nervio vago es el décimo (X) de los doce pares craneales, nace del bulbo raquideo e
inerva la faringe, eséfago, laringe, traquea, bronquios, corazén, estémago, pancreas, higado,

diafragma y ovario (Chummy S 1999).

Los nucleos vagales (Figura 7) estan situados en la regién del bulbo raquideo se
distribuyen como: dorsales motor y sensitivo (parasimpatico), el nidcleo ambiguo (motor
visceral especial) y el nucleo del tracto solitario (sensitivo visceral). Las fibras sensitivas
somaticas probablemente se conectan con el nucleo sensitivo del trigémino. El nervio sale
del bulbo por fuera de la oliva en forma de pequefiias raices y del craneo a través del agujero
rasgado posterior, con el seno petroso inferior y el nervio glosofaringeo medialmente y el
nervio espinal y la vena yugular interna lateralmente. Desciende por el cuello y el térax hasta
el plexo esofagico en donde se une con el nervio del otro lado para formar los troncos
vagales anterior y posterior. Junto a la base del crdneo el vago conforma los ganglios

sensitivos superior e inferior (Chummy S 1999).

La inervacién parasimpatica del ovario llega principalmente por el nervio vago
(Burden y Lawrence; 1977), el cual transporta SP, CGRP, somatostatina, gastrina, VIP vy

principalmente acetilcolina (Klein y Burden; 1988).
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Figura 7. Esquema que muestra la inervacion Vagal desde una perspectiva ventral. (Tomada y

modificado de Norgren y Smith, 1980).
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Efecto de la denervacidn simpatica sobre las funciones del ovario

Diversos estudios han sugerido que la inervacion simpatica participa en la regulacion
de la ovulacién, el desarrollo folicular y la esteroidogénesis ovarica (Lawrence y Burden,

1980; Aguado y Ojeda, 1984; Morales y col., 1993; Moran y col., 2000).

En ratas adultas la seccidn bilateral del NOS realizada en la mafiana del proestro, resulta
en un descenso de la concentracién de progesterona y estrégenos minutos después de la
seccion. Esta disminucidén se acompafa de una caida en la concentracion de NA ovarica. Estos
resultados han sido interpretados como que el NOS facilita la secrecion de esteroides por el

ovario (Aguado y Ojeda 1984).

En ratas prepuberes, la secciéon del NOS-I, resulté en una menor concentracion de
estradiol 5 y 72 horas después de la seccion, esta disminucién también se presenté en
animales con seccidn bilateral del NOS a las 48 horas pos cirugia. Una hora después de
realizar la seccidn bilateral del NOS incrementd la concentracion de progesterona, mientras
gue a los 30 minutos y 72 horas post-cirugia la concentracidon disminuye. Estos resultados
permiten sugerir que el NOS modula la esteroidogénesis ovdrica de manera asimétrica y varia

con la edad del animal (Vieyra 2007).

La seccidn bilateral del NOS realizada a los cuatro dias de edad, resulta en el retraso
de la edad de apertura vaginal y del primer estro vaginal, lo que se puede explicar por la
disminucion en la concentracién de estradiol. Cuando los animales son sacrificados a los 30,
35 6 60 dias de edad no hay cambios en las concentraciones séricas de LH, mientras que las
de FSH disminuyen de manera significativa. Con estos resultados se postula que durante la
etapa neonatal la informacién que transcurre por el NOS es fundamental para que se dé la

regulacién de las funciones ovaricas en el animal adulto (Forneris y Aguado, 2002).

En ratas adultas la seccion unilateral o bilateral del NOS reduce el nimero de

ovocitos liberados por el ovario denervado. Resultados que llevaron a los autores a sugerir
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qgue la inervacién que llega al ovario a través del NOS modula de manera estimulante la

ovulacién espontanea (Chavez y col., 1991).

En la rata con SOPQ la eliminacidon del 100% de las fibras simpaticas que llegan al
ovario por medio de la seccidn bilateral del NOS, restablece las funciones del ovario y el ciclo

estral (Barria y col., 1993; Rosas-e-Silva y col., 2003).

En el SOPQ se ha atribuido la falta de ovulacién a una mayor actividad de las fibras
simpaticas que arriban al ovario por el NOS, de manera que cuando a ambos ovarios se les
priva de esta fuente nerviosa resulta en ovulacién normal (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y

col., 2003).

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, muestran que en ratas con
SOPQ, la seccion unilateral del NOS, se restablece la ovulacion en el ovario intacto aun
cuando la concentracion de NA es alta y en el ovario denervado se mantiene la presencia de
quistes foliculares aun después de la disminucidén de NA. Resultados que apoyan la hipdtesis
de que el SOPQ es mas que el resultado del aumento en la actividad de las fibras simpaticas
qgue llegan al ovario y la posible existencia de una comunicacién entre los ovarios

probablemente dada por el nervio vago (Morales y col., 2010).

En la rata adulta con SOPQ el NOS modula de manera inhibitoria la secrecién de
progesterona, mientras que regula de manera estimulante la de estradiol (Barria y col.,
1993). Por otro lado se ha reportado que cuando se induce la patologia en la rata juvenil, el
NOS modula de manera asimétrica la secrecidon de progesterona, donde el NOS-izquierdo
modula de manera inhibitoria y el NOS-derecho la modula de forma estimulante (Moralesy

col., 2010), en tanto la secrecion de estradiol siempre es modulada de forma estimulante.
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Efecto de la denervacidn parasimpatica sobre las funciones del ovario

El ovario recibe inervacién parasimpdtica por intermedio del nervio vago (Burden y
col., 1983), sin embargo, la ruta que siguen estas fibras dentro de la génada es aun

desconocida.

Gerendai y col., (2000) sugirieron la existencia de una via de comunicacién entre el
ovario y el hipotalamo dada por el nervio vago. Ya que la inyeccién del virus de pseudorabia
en el ovario de ratas adultas resulta en el marcaje de varias estructuras del sistema nervioso
central entre las que destacan el nicleo ambiguo y el nucleo del tracto solitario (ntcleos del

nervio vago), marcaje que desaparece después de realizar una vagotomia.

La vagotomia bilateral, inhibe el desarrollo de la hipertrofia compensadora del ovario
(Burden y Lawrence, 1977) y si se realiza en ratas adultas en el dia diestro o proestro, se
modifica la duracidn del ciclo estral y evita la induccién de seudoprefiez en respuesta a la
estimulacion del cuello uterino (Burden y col., 1981). En ratas prefiadas la vagotomia bilateral
resulta en disminucién del nimero de fetos vivos e incrementa el nimero de reabsorciones
fetales, lo cual se relaciona con la disminucién en la concentracidon de progesterona y LH

(Lawrence ycol., 1978).

Cruz y col. (1986) mostraron que la seccidn bilateral del nervio vago realizada en ratas
adultas, no modifica la tasa ovulatoria. La vagotomia abdominal uni o bilateral realizada en
la rata juvenil, resulta en el retraso del inicio de la pubertad (Ojeda y col., 1983; Morales

2004).

Morales y colaboradores en el 2004 mostraron que la seccion bilateral del nervio vago
realizada a los 24 dias de edad aumenta la concentracion de progesterona y a los 28 dias la
concentracion de esta hormona disminuye. Resultados que sugieren que la inervacion vagal

participa en la regulacion de esta hormona, la cual depende de la edad del animal.
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Marco teorico

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la informacién neural que
transcurre por el nervio vago modula de manera estimulante el desarrollo del SOPQ. Esto con
base en el hecho de que la seccién uni o bilateral del nervio realizada en ratas juveniles,
restable la ovulacion y elimina la presencia de quistes foliculares (Hernandez 2009). De igual
manera hemos mostrado que cuando se realiza la seccion unilateral del NOS mds la seccidn
ipsi o contralateral del nervio vago, disminuye la respuesta ovulatoria, respuesta que es
menor cuando se elimina el vago derecho. Estos resultados nos permitieron sugerir que la
informacién parasimpatica que transcurre por el nervio vago modula de manera estimulante

la persistencia del SOPQ (Linares 2011).
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Planteamiento del problema

Planteamiento del problema

El SOPQ es un desorden endocrino y es la causa mds comun de infertilidad que
afecta a mujeres en la edad reproductiva. Se ha sugerido que el sindrome se debe al
incremento en la actividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario por el NOS. Con la
seccidon unilateral del NOS, no se restablece la ovulacidn en la génada denervada, mas si
lo hace la gdénada intacta, resultados que nos permiten sugerir que existe una
comunicacion entre los ovarios que permite la ovulacién sélo del ovario intacto, esta

comunicacion podria estar dada por el nervio vago (Morales et al. 2010).

Para probar lo anterior, se utilizé el modelo de la rata con SOPQ, inducido con
valerato de estradiol en la etapa infantil y se sometié a la seccién uni o bilateral del NOS
mas la seccion bilateral del nervio vago en la etapa juvenil. Al llegar a la etapa adulta se

evaluo la respuesta ovulatoria y esteroidogénica del ovario.

31



Hipotesis

Hipotesis

Si la inervacién simpdtica y parasimpatica es estimulante para la persistencia del SOPQ
inducido con valerato de estradiol, entonces al eliminar estas vias de comunicacion se

restableceran las funciones ovaricas.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar los efectos de la seccién del nervio ovarico superior mas la seccién bilateral del
nervio vago sobre las funciones del ovario, en el modelo de la rata con sindrome de

ovario poliquistico inducido experimentalmente.

Objetivos particulares

* Analizar en la rata con SOPQ, los efectos de la seccidon uni o bilateral del nervio
ovdrico superior mas la seccion bilateral del nervio vago sobre la ovulacién

espontanea vy la presencia de quistes foliculares en la etapa adulta.

* Analizar en la rata con SOPQ, los efectos de la seccidon uni o bilateral del nervio
ovdrico superior mas la seccidn bilateral del nervio vago sobre la secrecion de

estradiol y progesterona.
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Material y método

Material y método

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa CIlI-ZV, mantenidas en
condiciones controladas con fotoperiodo de 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad y una
temperatura de 22 + 2° C. Se colocaron en grupos de 6 individuos (5 hembras y 1 macho) en
donde permanecieron con la madre hasta el destete (24 dias de edad), a partir de entonces
tuvieron libre acceso al alimento y agua hasta el dia de la autopsia. En todos los casos se
siguid lo establecido por la Ley Mexicana de Proteccién Animal para el uso de animales de
experimentacion. Los animales se asignaron al azar en alguno de los siguientes grupos
experimentales, TA (Testigo absoluto), OS (operacidn simulada), seccion uni o bilateral del

NOS seguida de la seccidn bilateral del vago, cada uno de ellos formados de 7 a 10 animales.
Disefo experimental

La administracion de la dosis de valerato de estradiol (VE), se llevo acabo al dia 10 de
edad, por via intraperitoneal con 2.0 mg de valerato de estradiol (sigma Chemical Co., St.
Louis Mo. USA) disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz, dosis que se ha probado que es capaz

de inducir el SOPQ (Brawer y col., 1986; Lara y col., 1993; Rosas 2006).

Como grupos testigo se consideraron a los animales inyectados a los 10 dias de edad
por via intraperitoneal con 0.1 ml de aceite de maiz (vehiculo) y otro grupo de animales

intactos.
Operaciones

Todos los animales inyectados cuando alcanzaron los 24 dias de edad fueron sedados
con éter y antes de iniciar la operacién se registraron sus pesos corporales. A los animales se

les realizé alguna de las siguientes operaciones:
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Operacidn simulada

Se realizé un seccién ventral de la piel y del muisculo de aproximadamente 3 cm, a lo
largo de la linea ventral media del cuerpo y sin tocar ningln érgano se procedid a suturar la

herida.

Seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho mas seccion bilateral del nervio

vago

Se realizé una seccidn ventral de la piel y del musculo de aproximadamente 3 cm, a lo
largo de la linea media del cuerpo se expuso el nervio ovdrico superior izquierdo (NOSI) o el
nervio ovarico superior derecho (NOSD) y se corté aproximadamente a un centimetro por
arriba del ovario. Posteriormente se exteriorizd el estémago se localizaron los troncos
vagales y se procedid a seccionar con pinzas de micro diseccion el nervio vago izquierdo (NVI)
e inmediatamente el nervio vago derecho (NVD). Una vez realizadas las denervaciones se

suturd la herida.
Seccion bilateral del nervio ovarico superior mas seccién bilateral del nervio vago

Se procedié como en el caso anterior, s6lo que ahora se cortaron el NOSD y el NOSI y
ambos nervios vago. Una vez terminadas todas las operaciones los animales fueron

regresados a condiciones controladas de bioterio.
Autopsia

Cuando los animales cumplieron los 72 dias de edad, se tomaron diariamente los
frotis vaginales, hasta que alcanzaron los 90 dias de edad y presentaron un estro vaginal; se
registraron los pesos corporales y se procedio a sacrificarlos por medio de decapitacidén entre

las 10:00 y 12:00 H.

Se colectd la sangre del tronco en tubos de ensaye y se mantuvieron a temperatura

ambiente durante 30 minutos, posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm durante 15
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Material y método

minutos y se separd el suero del botdn celular. Las muestras del suero se depositaron en
tubos eppendorf y se almacenaron a -20° C, hasta el momento de la cuantificacién de

progesterona y estradiol.

Se disecaron y pesaron ovarios, Utero, adrenales, timo, bazo. Se disecaron los

oviductos para la cuantificacién de ovocitos.
Histologia ovarica

Los ovarios izquierdo y derecho de tres animales de cada grupo experimental fueron
fijados en solucidon de Bouin por 24 hrs, deshidratados en alcohol (al 70 y 96%) y cloroformo
e incluidos en parafina. Posteriormente se realizaron los cortes histolégicos de manera

seriada a 10 um de grosor y fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina.

Cuantificacion de hormonas esteroides

La concentracion de hormonas esteroides (progesterona y estradiol) fue cuantificada
por radioinmunoanalisis (RIA) de fase sdlida, con kits de reactivos comerciales Coat-A-Count,
USA. Los cuales consisten en tubos de polipropileno que contienen anticuerpos especificos
para cada hormona (anti-progesterona, o anti-estradiol). Para la medicién de progesteronay
estradiol se adiciond a cada tubo 100ul del suero problema mas 1ml de hormona radioactiva
(1125). Posteriormente los tubos se agitaron en un vortex durante 1min. y se incubaron
durante 3 hrs a temperatura ambiente; se decantd el sobrenadante y se colocaron los tubos
en un contador de centello gama modelo Cobra 5005, packarTM para determinar la
concentracion de la hormona en la muestra problema, en funcién de las cuentas por minuto
y de la curva de calibracién. La concentracion de progesterona se expreso en ng/ml de suero

y la concentracion de estradiol en pg/ml.
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Analisis estadisticos

Los resultados del peso corporal, peso relativo de los érganos (ovarios, timo, bazo,
adrenales y Utero), la concentracion sérica de progesterona y estradiol se analizaron por la

prueba de Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba de Tuckey.

La comparacién entre dos grupos se realizé la prueba “t” de Student. La edad de
apertura vaginal, primer estro y el numerd de ovocitos liberados fue analizado por la prueba
Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes
(nimero de animales que ovulan/nimero total de animales) se analizé por la prueba exacta
de Fisher o para proporciones de Ji>. Se consideré como estadisticamente significativas

aquellas diferencias cuya probabilidad fueran igual o menor a 0.05.
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Resultados

EXPERIMENTO 1

Efecto de la operacion simulada en hembras tratadas con vehiculo o valerato
de estradiol, sobre el inicio de la pubertad y la respuesta ovarica.

Inicio de la pubertad

La operacién simulada realizada en hembras inyectadas con VH adelanté el inicio de
la pubertad, que fue mas evidente cuando los animales fueron inyectados con el VE (Grafica
1).

Apertura vaginal Primer estro

50 - 50 -

40 - 40 -
8% , 8% e
© 20 - © 20 -

10 - 10 -

0 - 0 -

0s VH+OS VE+OS 0s VH+OS VE+OS

*p<0.05 vs TA (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
#p<0.05 VH+0S (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

Grafica 1. Media + e.e.m de la edad de apertura vaginal y primer estro vaginal de animales
testigo absoluto (TA). Tratados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de
edad y sometidas a la operacién simulada (OS) a los 24 dias de edad. Todos los animales
fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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Respuesta ovulatoria.

No se encontraron diferencias significativas en el grupo tratado con VH y sometido a
la operacién simulada, en comparacién con su testigo.

En el grupo tratado con VE y sometido a la operacién simulada, se observé disminucion en la
tasa ovulatoria, en ambos ovarios, comparado con el testigo absoluto o con el VH (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa ovulatoria de animales testigo absoluto (TA) o de animales tratados con
vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidas a la operacién
simulada (OS) a los 24 dias de edad. Todos los animales fueron sacrificados a los 90 dias de

edad.
Ovulantes por ovario

10/10 10/10 10/10
VH+0S 8/10 9/10 8/10

-———

*p<0.05 vs TA y VH+OS (Prueba de Fisher)

Con respecto al testigo absoluto, en el grupo de animales tratados con VH mas la
operacion simulada se encontré la disminucién en el nimero total de ovocitos liberados.
Practicamente no ovularon los animales tratados con valerato de estradiol y sometidos a la
operacion simulada (Tabla 2).

Tabla 2. Media * e.e.m. del numero de ovocitos liberados de animales testigo absoluto (TA) o
de animales tratados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidas a la operacidon simulada (OS) a los 24 dias de edad. Todos los grupos fueron
sacrificados a los 90 dias de edad.

€] Total .

8+0.8 4.1 +0.5 39+04

VH+0S 4.9 +0.8* 3.2+x04 23+03

veros I N (N S N T

*p< 0.05 vs TA (Prueba U de Mann Whitney)
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Pesos de drganos.

En comparacidn con el testigo absoluto, no se encontraron diferencias significativas
en el peso corporal de los animales laparotomizados ni en los grupos tratados con VH o VE y
sometidos a la laparotomia. En animales tratados con VH y sometidos a la operacion
simulada, el peso del ovario izquierdo y derecho, asi como la masa ovarica, fue mayor
respecto al testigo absoluto. En los animales tratados con VE y con operacién simulada,
disminuyd el peso de los ovarios respecto al grupo tratado con el VH, mientras que el peso
del utero fue menor comparado con el testigo absoluto (Tabla 3).

Tabla 3. Media + e.e.m. del peso absoluto (mg) de los ovarios y Utero, de animales testigo
absoluto (TA) o tratados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad
y sometidas a la operacion simulada (OS) a los 24 dias de edad. Todos los animales fueron

sacrificados a los 90 dias de edad.

- Peso Masa Peso utero

lzquierdo Derecho L.
corporal (g) | UFerd0 | Derecho | oic,

239.6+4.0 26.7+2.3 26.8+1.9 493+43 317 +£22.9

VH+0S 237.1+54 34.5+0.9* 33.8+1.3* 69.7 £ 2.4* 277.4+21.9

VE+OS ______

*p0.05 vs. TA (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
# p<0.05 vs VH+0S (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).

En las hembras tratadas con VE y sometidos a la operacion simulada, no se
encontraron diferencias significativas en la masa adrenal, el peso del bazo y del timo
respecto a sus grupos testigo (datos no mostrados).
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Resultados

Concentracion de Hormonas Esteroides

En el grupo de animales sometidos a una operacién simulada no se encontraron
cambios significativos en la concentracién de progesterona en comparacion con el testigo
absoluto. Los animales tratados con VH y sometidos a la laparotomia no mostraron cambios
significativos en la concentracidn de progesterona. La concentracidn sérica de progesterona
de los animales tratados con VE y sometidos a una operacion simulada fue menor comparada
con los animales testigo absoluto (Grafica 2).

En el grupo de animales sometidos a la operacién simulada, la concentracién sérica de
estradiol fue menor respecto al grupo de animales testigo absoluto, en el grupo tratado con
VH y sometido a la operacion simulada, esta respuesta fue inversa (Gréfica 2).

Fue mayor la concentracion sérica de estradiol en el grupo de animales tratado con
VE y sometido a la operacién simulada, en comparaciéon al grupo con operacién simulada y
disminuyd al compararlo con el grupo tratado con VH (Gréfica 2).
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*p<0.05 vs TA (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs OS (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs VH+0S (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
4 p<0.05 vs OS (Prueba de “t” de Student).

Grafica 2. Media + e.e.m de la concentracidn sérica de progesterona y estradiol en animales
testigo absoluto (TA), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sometidas a la operacién simulada (OS) a los 24 dias de edad. Todos los animales fueron
sacrificados a los 90 dias de edad.
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Resumen de Resultados

(0.1 ] 0.

= [ ERRAERIES N N S

TA, testigo absoluto; VH, vehiculo; VE, valerato de estradiol; OS, operacién simulada; E.A.V, edad de apertura

vaginal; TAO, tasa de animales Ovulantes; O.L, ovocitos liberados; O.l, ovario izquierdo; 0.D, ovario derecho;
P.C, peso corporal; P.O.l, peso del ovario izquierdo; P.0.D, peso ovario derecho; P.U, peso del utero; E2,
estradiol; P4, progesterona; R, retraso; A, adelanto; l«, disminucidn; 4, Aumento; = no hay diferencias.
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Resultados

Experimento 2

Efecto de la seccion uni o bilateral del NOS mas la seccidn bilateral del nervio
vago en hembras tratadas con vehiculo o valerato de estradiol, sobre el inicio
de la pubertad y la respuesta ovarica.

Inicio de la pubertad

En el grupo de animales tratados con VH y sometidos a la seccién unilateral del NOS
mas la seccidn bilateral del nervio vago no se encontraron diferencias significativas en la
edad de apertura vaginal y del primer estro vaginal. En el grupo tratado con VH y sometido a
la seccidn bilateral del NOS y del vago se adelanté la edad de apertura y primer estro vaginal
en comparacion con el grupo sometido a la seccién bilateral del NOS y del vago (Gréficas 3 y
4).
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*p<0.05 vs SBNO+SBNV (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

Grafica 3. Media + e.e.m de la edad de apertura vaginal de animales sin tratamiento o
inyectados con vehiculo (VH) a los 10 dias de edad y sometidas a los 24 dias de edad a la
seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccién
bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los grupos fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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*p<0.05 vs SBNO+SBNV (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

Grafica 4. Media * e.e.m de |la Primer estro vaginal de animales sin tratamiento o inyectados
con vehiculo (VH) a los 10 dias de edad y sometidas a los 24 dias de edad a la seccidn del
nervio ovarico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccién bilateral
del nervio vago (SBNV). Todos los animales fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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Resultados

Respuesta ovulatoria.

La seccidén unilateral de NOS seguida de la seccion bilateral del nervio vago no
modificd la tasa de animales ovulantes, en comparaciéon con el TA (90% vs 100%). En
contraste, los animales que fueron sometidos a la seccidn bilateral del NOS seguida de la
seccidn del vago disminuyd la tasa ovulatoria en un 50%.

Sélo ovulo el 20% de los animales tratados con VE y sometidos a la operacion
simulada (resultados experimento 1), en comparacién con el 45% de los animales con VE y
sometidos a la secciéon del NOS-lzquierdo, un efecto similar ocurrié al realizar la seccién
bilateral del NOS y del vago (50%). Mientras que en las hembras con VE y seccion del NOS-
derecho mds la vagotomia bilateral se restablecid la ovulacién en el 90% de los animales
(Grafica 5).

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de animales ovulantes de
los grupos tratados con VE o VH y sometidos a la seccién uni o bilateral del NOS mas la
seccion bilateral del vago, en comparacién con su grupo de comparacién (Grafica 5).
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Ovulantes por ovario

100% 10/11 10/11 10/11

5/11 5/11
* *

50%
0%
SNOI+SBNV VH VE
+SNOI+SBNV +SNOI+SBNV
100% 9/10 g/10 9/10 g/19
50% H Izquierdo
H Derecho
0%
SNOD+SBNV VH VE
+SNOD+SBNV +SNOD+SBNV
100% 9/10  9/10

5/10

5/10 5/10 5/10

50%

0%

SBNOS+SBNV VH VE
+SBNOS+SBNV +SBNOS+SBNV

*p<0.05 vs VH+SNOI+SBNV (Prueba de Fisher)

Grafica 5. Tasa ovulatoria de animales sin tratamiento o inyectados con vehiculo (VH) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidas a los 24 dias de edad a la seccion
del nervio ovarico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccién
bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los animales fueron sacrificados a los 90 dias de
edad.
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En el grupo con valerato de estradiol y sometido a la operacidn simulada, solo un 20%
de los animales ovulé y su cuota ovulatoria fue de un ovocito (Tabla 2). Practicamente esta
respuesta se repite en los grupos con seccion uni o bilateral del NOS mds la seccién bilateral
del vago (Tabla 4).

En el grupo de animales con VE y seccién unilateral del NOS mas seccidn bilateral del
vago, no se encontraron diferencias significativas en el niumero de ovocitos librados, en
comparacion con el grupo tratado con VH y sometido a las mismas cirugias (Tabla 4).

En los animales tratados con VE y sometidos a la seccidn bilateral del NOS y del vago,
se observé disminucion en el niumero de ovocitos liberados por parte del ovario izquierdo y
derecho, con respecto a sus grupos de comparacion (Tabla 4).

Tabla 4. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados de animales sin tratamiento o
inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidas a
los 24 dias de edad a la seccién del nervio ovdrico izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SBNO) mas la seccion bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los animales fueron
sacrificados a los 90 dias de edad.

SNOI+SBNV
VH+SNOI+SBNV
VE+SNOI+SBNV

SNOD+SBNV
VH+SNOD+SBNV
VE+SNOD+SBNV

SBNOS+SBNV
VH+SBNOS+SBNV
VE+SBNOS+SBNV

*p<0.05 vs SBNO+SBNV (Prueba U de Mann Whitney).
#p<0.05 vs VH+SBNO+SBNV (Prueba U de Mann Whitney).
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Resultados

Pesos de drganos.

En los animales que fueron sometidos a la seccién uni o bilateral del de NOS seguido
de la seccién bilateral del vago la masa ovdarica aumentd respecto al testigo absoluto
(SNOI+SBNV 68.0 + 5.8, SNOD+SBNV 63.7 + 4.9; SBNO+SBNV 70.1 + 2.8 vs TA 49.3 £ 4.3;
p<0.05). Los animales que fueron sometidos a la seccién del NOS-izquierdo seguida de la
seccion bilateral del vago registraron disminucién en el peso del Utero en comparacién con el
TA (210.1 £ 26.4 vs 317 £ 22.9, p<0.05).

En los animales tratados con VH y sometidos a la seccidon del NOS izquierdo mas las
seccion bilateral del vago, no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal,
masa ovarica y Utero en comparacidon con su grupo testigo (Tabla 5). De igual forma no se
encontraron diferencias significativas en el peso corporal, masa ovarica y uUtero en el grupo
de animales con VE y sometidos a la seccién del NOS izquierdo mas las seccién bilateral del
vago, en comparacién con el grupo tratado con VH+SNOI+SBNV (Tabla 5).

Los animales a los que se les administré VH y sometidos a la seccién derecha del NOS
mas la seccién bilateral del vago presentaron disminucién en el peso de los ovarios en
comparacion con su grupo testigo. El grupo de animales tratado con VE y sometido a la
seccidn del NOS derecho mas la seccion bilateral del vago, mostré disminucién en el peso del
ovario izquierdo con respecto al grupo tratado con VH+SNOD+SBNV (Tabla 5).

En el grupo de animales tratado con VH y sometido a la seccion bilateral del NOS y del
vago, no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal, masa ovarica y Utero
con respecto a su grupo testigo. En los animales tratados con VE y sometidos a la seccion
bilateral del NOS y del vago se encontré aumento del peso corporal y disminucién en el peso
del ovario izquierdo con respecto al grupo de animales con seccidon bilateral del NOS y del
vago (Tabla 5).
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Tabla 5. Media + e.e.m. del peso absoluto (mg) de los ovarios y utero, de animales sin
tratamiento o inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad
y sometidas a los 24 dias de edad a la seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccidn bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los animales
fueron sacrificados a los 90 dias de edad.

|
Peso corporal (gr) - Masa Ovarica Peso utero

SNOD+SBNV
VH+SNOD+SBN
VE+SNOD+SBNV

SBNOS+SBNV

*p<0.05 vs SNOD+SBNV (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs VH+SBNO+SBNV (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs SBNO+SBNV (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).

No se presentaron diferencias significativas en los pesos de adrenales y timo en
animales tratados con VE y sometidos a la seccidon del NOS izquierda o derecha mas la
seccion bilateral del vago comparados con su grupo testigo (datos no mostrados). En los
animales tratados con VE y sometidos a la seccion bilateral del NOS y del vago se encontrd
aumentd en el peso del bazo en comparacién con el grupo de animales tratados con VH y
sometidos las mismas cirugias (579.3 +27.56 vs 430.76 + 15.95; p<0.05).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

La seccién uni o bilateral del NOS seguida de la vagotomia bilateral, disminuyé la
concentracion sérica de progesterona cuando se compara con un TA (SNOI+SBNV 10.7£1.9;
SNOD+SBNV 8.6+2.2; SBNO+SBNV 13.5+2.8 vs TA 21.9+3.5; p<0.05), mientras que incrementd la de
estradiol (SNOI+SBNV 565.1+63.8; SNOD+SBNV 753+84.1; SBNO+SBNV 228+29.2 vs TA 118.4+13.2;
p<0.05).

En los animales tratados con VE y sometidos a la seccién derecha del NOS mas la
seccion bilateral del vago se encontré disminucién en la concentracién sérica de
progesterona, en comparacién con los animales tratados con VH. No se encontraron
diferencias significativas en la concentracion sérica de progesterona en el grupo de animales
tratados con VE y sometidos a la seccion del izquierda o bilateral del NOS mas la seccidon
bilateral del vago en comparacién con su grupo testigo (Graficas 6, 7 y 8).

En los animales tratados con VH o VE y sometidos a la seccidén nervio ovarico superior
izquierdo mas la seccidn bilateral del nervio vago, la concentracién sérica de estradiol fue
menor respecto al grupo SNOI+SBNV. En el grupo de animales al que se les administré VE y
sometidos a las seccion izquierda del NOS mas la seccidn bilateral del vago, la concentracion
sérica de estradiol fue mayor en comparacion con el grupo con VH y sometido a la misma
operacion (Grafica 6).

En el grupo de animales tratados con VH la seccidn derecha del NOS mas la seccidn
bilateral del vago, resulté en menor concentracidn sérica de estradiol en comparacién con su
grupo testigo. En los animales tratados con VE y sometidos a la seccién derecha del NOS mas
la vagotomia, se encontré disminucién en la concentracidn sérica de estradiol con respecto a
los dos grupos de comparacién (Gréfica 7).

La concentracién sérica de estradiol fue menor en el grupo de animales tratados con
VH y sometidos a la seccién bilateral del NOS y del vago, en comparacidon con su grupo
testigo. En el grupo de animales con VE y sometido a la seccién bilateral del NOS y del vago,
hubo aumento en la concentracidon sérica de estradiol en comparacién con el grupo con VH y
sometido a la misma operacién (Grafica 8).
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#p<0.05 vs VH+SNOI+SBNV (Prueba de “t” de Student).

Grafica 6. Media + e.e.m de la concentracidn sérica de progesterona y estradiol de animales

sin tratamiento o inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de

edad y sometidas a los 24 dias de edad a la seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccion bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los
animales fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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*p<0.05 vs SNOD+SBNV (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs VH+SNOD+SBNV (Prueba de” t” de Student).

Grafica 7. Media + e.e.m de la concentracidn sérica de progesterona y estradiol de animales
sin tratamiento o inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de
edad y sometidas a los 24 dias de edad a la seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccién bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los
animales fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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*p<0.05 vs SBNO+SBNV (Prueba de ANOVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
#p<0.05 vs VH+SBNO+SBNV (Prueba de “t” de Student).

Grafica 8. Media *+ e.e.m de la concentracidn sérica de progesterona y estradiol de animales
sin tratamiento o inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de
edad y sometidas a los 24 dias de edad a la seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) mas la seccién bilateral del nervio vago (SBNV). Todos los
animales fueron sacrificados a los 90 dias de edad.
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Histologia ovarica

Histologia de ovarios de animales con SOPQ los cuales fueron sometidos a la seccion del
NOS-I (figura 9) o seccién del NOS-D (figura 10) seguida de la seccion bilateral del nervio
vago. Se puede observar en los ovarios con seccion del NOS-I, foliculos en varias etapas de
desarrollo, cuerpos luteos (reflejo de ovulacién) y la presencia de quistes foliculares. En

contraste en animales con SON-D seguida de la seccién bilateral del nervio vago, se observan

mas quistes foliculares y menos foliculos

Figura 9. Micrografia de un ovario de Figura 10. Micrografia de un ovario
rata tratado con VE y sometido a la de rata, en la que se observan numerosos
SNOI+SBNV, en la que se observan cuerpos quistes foliculares (Q), cuerpos Iuteos (CL)
luteos (CL), quistes foliculares (Q), foliculos foliculos (F).

(F).
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Resumen de Resultados

(o.1] 0.0 |
SNOI+SBNV
Vs
VH+SNOI+SBNV

SNOD+SBNV
Vs
VH+SNOD+SBNV

SBNOS+SBNV
Vs
VH+SBNO+SBNV

Tabla 6. VH, vehiculo; VE, valerato de estradiol; SNOI seccion nervio ovarico izquierdo; SNOD, seccidn nervio
ovdrico derecho; SBNO, seccidn bilateral del nervio vago; SBNV, seccion bilateral del nervio vago; E.A.V,
edad de apertura vaginal; TAO, tasa de animales Ovulantes; O.L, ovocitos liberados; 0.1, ovario izquierdo;
0.D, ovario derecho; P.C, peso corporal; P.O.l, peso del ovario izquierdo; P.0.D, peso ovario derecho; P.U,

peso del utero; E2, estradiol; P4, progesterona; R, retraso; A, adelanto; sL, disminucién; 4, Aumento; = no
hay diferencias.
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Cuadro de resumen

SNOI+SBNV SNOD+SBNV SBNO+SBNV
S/P c/p S/P c/p S/P c/p
EAV = A = A A A
TAO = 4 = = = =
Ovocito liberados = = = = = N2
Concentracion de
= = J J =

Progesterona

Concentracion de

Estradiol v T v v v v

Tabla 7. En esta tabla se resumen los efectos de la seccion uni o bilateral del NOS seguida
de la seccién bilateral del nervio vago, en animales sin la patologia (S/P) y animales con la
patologia (C/P); sobre la edad de apertura vaginal (EAV), nimero de ovocitos liberados;
Tasas de animales ovulantes (TAO), concentracién de progesterona y estradiol. La flecha
(T) indica aumento en los pardmetros evaluados, el signo (=) indica que no se

presentaron cambios significativos y la letra (A) indica adelanto en el parametro evaluado.

En un animal sin la patologia, la seccidn del NOS-izquierdo modula de manera estimulante
la secrecidn de estradiol, siempre y cuando haya sido privado de ambos nervios vago. Este

efecto se invierte en el animal con SOPQ.

La regulacion que ejerce el NOS-derecho en la esteroidogénesis ovdrica no se ve
modificada por la patologia. Este comportamiento se mantiene si se elimina de manera

bilateral el NOS y el vago.
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Andlisis de los efectos de la denervacion simpadtica y parasimpatica

La regulacion que ejerce el NOS y el nervio vago en el proceso ovulatorio es diferente,
donde la informacién simpatica aportada por el NOS la regula de manera estimulatoria
(Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993), mientras que la informaciéon aportada por el
nervio vago no parece ser indispensable para que se dé la ovulacidon (Chavez y col., 1986;

Morales y col., 2004).

En el presente estudio se observé que con la seccidn unilateral del NOS acompaiiada
de la seccidén bilateral del nervio vago, el 90% de los animales liberd un nimero de ovocitos
similar al grupo testigo, esta respuesta se repite aun cuando se les administra VH previé a la
cirugia. Estos resultados nos indican que para que se produzca normalmente la ovulacion se
requiere de la presencia de por lo menos uno de los nervios ovdricos, idea que se apoya por
el hecho de que con la seccién bilateral del NOS y del Vago, la tasa ovulatoria disminuye

hasta en un 50%.

Estudios previos han mostrado que el papel que juega el NOS en la regulacion de la
concentracion de hormonas esteroides, depende del estado endocrino en que se encuentre
el animal, y de la integridad de al menos uno de los nervios. La seccion bilateral del NOS
realizada en la rata neonata o peripuberal, no modifica la concentraciéon sérica de
progesterona a la pubertad o en la etapa adulta (Forneris y Aguado 2000; Vieyra 2007),
mientras que si la denervacién se realiza en la rata adulta resulta en disminucién de la
concentracion de la hormona (Aguado y Ojeda 1984). Con la seccion unilateral del NOS se
obtiene una respuesta asimétrica, ya que la seccién del NOS-derecho no la modifica,
mientras que con el NOS-izquierdo puede disminuir o aumentar la concentracion de
progesterona en funcién del tiempo de evolucién (Moran y col., 2000; Vieyra 2007; Ramirez

2011).
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La informacidon que transcurre por el nervio vago también participa en la regulaciéon
de la secrecién de progesterona. La vagotomia uni o bilateral resulta en una menor
concentracion de progesterona (Ojeda y Aguado del 1983; Morales y col., 2004; Hernandez
2009), ésta misma respuesta se presenta en la rata prefiada (Lawrence y col., 1978).
Resultados que apuntan a que el nervio vago modula de manera estimulante la secrecién de
progesterona, papel que se invierte si al animal vagotomizado se le extirpa el ovario

contralateral al vago seccionado (Morales y col., 2007).

En el presente estudio la seccién uni o bilateral del NOS mas la seccién bilateral del
nervio vago, disminuye casi un 50%, la concentracién plasmatica de progesterona cuando se
compara con un animal testigo absoluto. Como senalamos previamente que el NOS y el vago
regulan de manera estimulante la secrecidon de progesterona, podemos sugerir que la caida
tan drastica en la concentracién de la hormona que se observd en nuestros animales, se

debe a la falta de ambos tipos de inervacion.

A principios de la década de los 80°s se postuld que el NOS modulaba de manera
estimulante la secrecién de estradiol, ya que en la rata adulta la seccidn bilateral del NOS
disminuye la concentracidn plasmatica de la hormona (Aguado y Ojeda 1984). Sin embargo,
mas recientemente se mostrd que este tipo de denervacion en la rata neonata participa de
manera inhibitoria (Forneris y Aguado 2002). Esta discrepancia se podria atribuir a la edad en
la cual se practicé la cirugia. Por otra parte, también se ha observado que los efectos
dependen del nervio seccionado y del periodo de evolucidn. Asi, con la seccién del NOS-
izquierdo incrementa la concentracion de estradiol, mientras que con la seccién del NOS-

derecho puede observarse aumento o disminucién (Vieyra 2007; Ramirez 2011).
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En la rata puber, la informacion aportada por el nervio vago participa en la
modulacion de la secrecién de estradiol de manera estimulante, ya que con la seccién uni o
bilateral del vago disminuye la concentracidon de la hormona, efecto que se mantiene si
ademas se extirpa el ovario contralateral a la denervacién (Morales y col., 2004, 2007). En la
rata adulta, la modulacién que ejerce el vago es de tipo inhibitorio (Hernandez 2009). De
manera general, en la rata adulta el NOS y el vago modulan la secrecién de estradiol de
manera inhibitoria. En el presente estudio la seccidn uni o bilateral del nervio ovérico seguida
de la seccidn bilateral del nervio vago, aumenta la concentracion plasmatica de estradiol. Con
estos resultados apoyamos la idea, de que el NOS y el nervio vago, estdn participando de

manera inhibitoria en la regulacién del estradiol.

En la rata la seccién uni o bilateral del nervio vago disminuye la masa ovdrica (Ojeda y
col., 1983; Burden y col., 1981, 1986; Morales y col., 2004; Hernandez 2009). La seccién NOS,
puede aumentar o disminuir el peso del ovario (Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993). En
el presente trabajo, el grupo de animales con seccidn unilateral o bilateral del NOS seguido
de la seccion bilateral del nervio vago presenté aumento en el peso de la masa ovarica, en
comparacion con una animal testigo absoluto. Aunque son varios componentes que
determinan el peso del ovario, tales como el estroma, el compartimiento folicular, el luteal y
la cantidad de agua que presenta el érgano, no se puede atribuir el aumento o disminucidn
del tejido a una sola variable. Dado que la ovulacidn no se modificé partimos del hecho que
no hay cambios en el nimero de cuerpos luteos, probablemente este incremento podria
asociarse a una alteraciéon en el numero de foliculos en crecimiento, idea que se ve apoyada
por el hecho de que en la rata adulta la vagotomia bilateral induce incremento en la

poblacién de foliculos con un didmetro promedio de 500-999X10> um? (Cruz y col., 1986).
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El utero presenta receptores a estrogenos (Yen y col., 2001; Brauer y col., 2008) y
progesterona (Brauer y col., 2008). El peso del 6rgano depende no sélo de la concentracion
de las hormonas esteroides, sino también de la sensibilidad del drgano a las hormonas
(Bauer y col., 2008). La seccion bilateral del nervio vago, aumenta el peso del Utero que se
acompafia por el incremento de estradiol y disminuciéon en la progesterona (Hernandez
2009). En el presente estudio los animales sometidos a la seccion del NOS-lzquierdo
acompafiada de la seccién bilateral del vago, disminuyd el peso del uUtero, ain cuando la
concentracion de estrégenos y progesterona fue alta. Esta respuesta podria ser debida a que
la denervacidon provocéd disminucién en la sensibilidad del uUtero a los estrégenos vy

progesterona.
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Andlisis de los efectos de la denervacion en la rata con SOPQ

En los roedores la ruptura de la membrana vaginal es un indicador para determinar el
inicio de la pubertad (Ojeda y col., 1983). Se ha planteado que la canalizacién de la vagina se
produce en respuesta al aumento en la concentracidon de estradiol (Ojeda y col., 1983) o
testosterona (Becu-Lacau Villalobos y Mengido1999), que a nivel de vagina inducen
hinchazén en la membrana vaginal provocando su canalizacién. Cuando se administra una
dosis de valerato de estradiol a ratas de 14 dias de edad, resulta en un adelanto del inicio de
la pubertad en un lapso de cuatro dias. Estos resultados han sido interpretados como
incremento de la sensibilidad de la vagina a los estrégenos circulantes (Rosa-E-Silva y col.,
2003). Cuando inyectamos el valerato de estradiol a los 10 dias de edad, el inicio de la
pubertad fue nueve dias antes de lo que se registrdo en los animales inyectados con el
vehiculo, y se acompafié por una mayor concentracién plasmadtica de estradiol. Estos
resultados apoyan la idea de que el farmaco aumenta la sensibilidad de la vagina a los

estréogenos.

Resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que la administracién de
vehiculo en la etapa infantil no modifica el inicio de la pubertad (Herndndez 2009; Espinoza
2010; Linares 2011). En el presente estudio se observd que al comparar con un grupo de
animales intactos, las hembras inyectadas con aceite de maiz y sometidas a una operacién
simulada presentaron adelanto en la edad de apertura vaginal, que se acompaiid por el
incremento en la concentracién de estradiol. Este adelanto, podria ser debido a la mayor
concentracion de estradiol que torné a la vagina mas sensible o bien, ser debido al estrés
inducido por la operacién simulada. No sabemos el mecanismo neuroendocrino por el cual el
estrés puede modificar el inicio de la pubertad, lo que si se sabe, es que el sélo hecho de
realizar una laparotomia conduce a una disminucién en la concentracién de estradiol desde

los primeros minutos y que se mantiene hasta por 12 dias post-laparotomia (Moran vy col.,
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2000, Vieyra 2011), mientras que la de testosterona incrementa (Vieyra 2011). Con estas
evidencias es claro que la canalizacién de la vagina no depende sélo de la concentracion de
hormonas esteroides. Al momento, no contamos con otra explicacidén ya que en el resto de la
bibliografia no se analiza el efecto de la laparotomia en el inicio de la pubertad (Ojeda y col.,

1983; Rosa-E-Silva y col., 2003).

Es controversial la informacién disponible sobre la participacion del NOS en los
mecanismos que conllevan a la canalizacion de la vagina. Hay quienes plantean que en la rata
infantil o juvenil la seccién bilateral o unilateral del NOS no modifica el inicio de la pubertad
(Aguado y Ojeda 1984; Morales y col., 1993), mientras que si se realiza en la etapa neonata
resulta en un retraso (Forneris y Aguado 2002). Mientras que la informacion que transcurre
por el nervio vago modula de manera estimulante el inicio de la pubertad, ya que en la rata
juvenil la seccidn uni o bilateral del vago resulta en un retraso de la edad de apertura vaginal
(Ojeda y Aguado 1983; Morales y col., 2004; Hernandez 2009). En el presente estudio se
observd que cuando se combina la seccidn unilateral del NOS con la vagotomia bilateral, el
NOS-izquierdo modula de manera estimulante el inicio de la pubertad, mientras que parece
no participar el NOS-derecho. Esta respuesta no se ve modificada si previo a la denervacién

se administra aceite de maiz.

En nuestro modelo experimental, el grupo de animales tratados con VH y sometidos a
la seccién bilateral del NOS y del vago, adelanté la pubertad en comparacién con el grupo
denervado sin la administracion del VH. Esto nos permite indicar que la informacién vagal
modula de manera inhibitoria la canalizacién de la vagina, ya que con la sola vagotomia

bilateral se retrasa este evento.

En el SOPQ se ha atribuido la falta de ovulaciéon a una mayor actividad de las fibras
simpaticas que arriban al ovario por el NOS, de manera que cuando a ambos ovarios se les
priva de esta fuente nerviosa resulta en ovulacién normal (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y
col., 2003). Cuando se realiza la denervacion unilateral del NOS, el 84% de los ovarios

inervados ovula y solo lo hace el 26% de los denervados, ain cuando éstos presentan una
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menor concentracion de NA (Morales y col.,, 2010). Estudios realizados en nuestro
laboratorio, muestran que los animales sometidos a la seccién del NOS derecho mas la
seccion ipsi o contraleteral del vago presentaron una menor respuesta ovulatoria por parte
del ovario derecho, mientras que con la seccién izquierda del NOS mas la seccién ipsi o
contraleteral del nervio vago, la ovulacion no se modificéd. Estos resultados nos llevan a
pensar que la ovulacién es modulada por la informacién que viaja por el NOS de una manera
asimétrica, y al parecer el NOS derecho esta mas comprometido con el proceso que culmina

con la ovulacién (Linares 2011).

En el presente estudio se observé que con la administracion del VE sélo el 20% de los
animales ovuld una cuota muy baja de ovocitos. Si a estos animales, se les practica la seccién
unilateral o bilateral del NOS mas la vagotomia bilateral incrementa la tasa ovulatoria,
llegando incluso al 90% cuando se cortd el NOS-derecho, sin embargo, la cuota ovulatoria es
mas baja respecto al grupo con seccion del NOS-izquierdo. Esto nos permite apoyar la idea de
que en la rata con sindrome de ovario poliquistico, la informacién que llega al ovario por el
NOS-derecho regula de manera inhibitoria la tasa ovulatoria y estimulatoria la ruptura del

foliculo para la expulsion del ovocito.

La induccidén del SOPQ en la rata adulta y sometida a la eliminacion del aporte
simpatico por la seccidn bilateral del NOS resulta en el incremento de la concentracién de
progesterona, resultados que llevaron a los autores a sugerir que el NOS regula de manera
inhibitoria la secrecién de la hormona (Barria y col., 1993). Este efecto inhibitorio podria ser
debido a la informacién que transcurre por el NOS-izquierdo, ya que su eliminacién resulta
en un incremento de la secrecién de progesterona, mientras que el NOS-derecho la modula
de forma estimulante (Morales y col., 2010). Mientras que la secrecidon de estradiol es
modulada por el NOS de manera estimulante, ya que en ratas juveniles o adultas la seccién
uni o bilateral del NOS disminuye la concentracion de esta hormona (Barria y col., 1993;

Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col., 2010).
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Nuestro grupo de trabajo ha aportado algunas evidencias sobre el papel del nervio
vago en el desarrollo del SOPQ. En donde se siguiere que el vago esta participando de
manera estimulante en la secrecién de progesterona, efecto que es mediado principalmente
por el vago derecho, ya su seccién resulta en la caida de la concentracién de la hormona. En
tanto que, la secrecién de estradiol es regulada de manera inhibitoria por el nervio vago

izquierdo (Hernandez 2009).

En animales con SOPQ la seccién del NOS-derecho seguida de la seccidon bilateral del
nervio vago, la concentracion de progesterona y estradiol fue menor en comparacién con su
grupo control. Resultados que nos permiten apoyar la idea de que en la rata juvenil con
SOPQ, el NOS-derecho y el nervio vago estan participando de manera estimulante en la
secrecidn de progesterona. De igual manera en nuestro modelo, la secrecién de estradiol es
regulada de manera estimulante, probablemente por la informacion que transporta el NOS-
derecho, ya que cuando seccionamos este nervio y realizamos la vagotomia bilateral se
produce una menor concentracién de estradiol. Esta respuesta podria ser explicada por el
hecho de que el NOS-derecho contiene un mayor nimero de fibras que el izquierdo (Kleiny

Burden 1988).

En los animales con SOPQ y sometidos a la seccién bilateral del nervio ovarico
superior y del vago, aumento el peso corporal en comparacidon con su grupo control, éste
incremento puede ser atribuido a la accion de los estrégenos circulantes que actuan sobre el

tejido adiposo (Basilio y col., 2000).

En respuesta a la administracion del VE, se produce un menor peso de los ovarios,
que representa aproximadamente el 50% de la masa ovarica de un animal testigo (Farookhi
y col., 1985; Brawer y col., 1986). En el presente estudio se encontrd que en los animales con
el sindrome de ovario poliquistico, la seccién bilateral del nervio ovérico superior seguida de
la seccién del vago resultd en una disminucidn en el peso de los ovarios. Esta disminucion
podria deberse a la accién del valerato de estradiol que esta actuando sobre el crecimiento y

la poblacién folicular, se ha reportado que la accidén del valerato después de 8 semanas de
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Discusion

exposicidn, los ovarios se tornan mas pequefios y la poblacién de foliculos secundarios

disminuye y se reduce el nimero y tamafio de foliculos sanos (Brawer y col., 1986).

La disminucion en el peso del utero en respuesta a la administracion del VE no se
puede atribuir a cambios en la concentracion de estradiol, sin embargo puede ser el
resultado de un cambio en el nimero de receptores a estradiol o bien en la afinidad de éstos

(Bauery col., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que en el modelo del
animal con SOPQ la informacién simpdtica aportada por el NOS y la informacidn
parasimpdtica aportada por el nervio vago, es estimulante en la persistencia del sindrome,
donde la informacién que trascurre por el NOS-derecho pareciera estar mas comprometido

en las funciones ovaricas que la del NOS-izquierdo.

67



Modelo

Efecto de la seccidn unilateral o bilateral del NOS mas la seccidon bilateral del
nervio vago

Ovario Ovario
izquierdo derecho

NOS-I + NV NOSD+ NV

EAV N
TAO =
Ovocito liberados _
Concentracion de _
Progesterona

Concentracion de _
Estradiol

Con los resultados del presente estudio podemos decir que el NOS-D modula de manea
estimulante la secrecién de estradiol y progesterona, mientras el NOS-I modula de manera
estimulante la secrecidon de progesterona y de manera inhibitoria la de estradiol. EI NOS-D

estd mas comprometido en los procesos que conllevan a la ovulacién.




Conclusiones

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Conclusiones

En el modelo del animal con SOPQ la informacidn simpatica aportada por el NOSy la
informacién parasimpadtica aportada por el nervio vago, es estimulante en la
persistencia del sindrome.

En el modelo del animal con VE+SNOD+SBNV, el NOS-derecho tiene una mayor
participacién en el proceso de la ovulacion.

En el modelo del animal con VE+SNOI+SBNV, la informacion de estas dos vias estan
participando de manera estimulante en la secrecién de progesterona y de manera
inhibitoria en la secrecién de estradiol.

En animales con VE+SNOD+SBNV, estas dos vias estan participando de manera
estimulante en la secrecion de progesterona y estradiol.

NOS-Izquierdo regula de manera estimulante la secrecién de progesterona en los
animales con VE+SBNO+SBNV, ya que las concentraciones son semejantes al grupo
con VE+SNOI+SBNV.

NOS-derecho modula de manera estimulatoria la secrecién de estradiol en los
animales con VE+SBNO+SBNV, ya que las concentraciones son semejantes al grupo
con VE+SNOD+SBNV.
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