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RESUMEN

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es la fisiopatologia mas comuin en
mujeres que entran a la etapa reproductiva. En el SOPQ se produce la alteracion
del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario que desencadena modificacion en la secrecion
de hormonas esteroides, del desarrollo folicular, de la owvulacion y elevada
concentracién de noradrenalina (NA) ovarica. La NA es el neurotransmisor que se
encuentra en mayor cantidad en los ovarios y se sintetiza en el ganglio celiaco
mesentérico superior (GCMS) por accion de la enzima limitante de las

catecolaminas, la tirosina hidroxilasa (TH).

Existen diversos modelos experimentales para inducir el SOPQ, los
principales son la administracién de andrégenos o de estrdgenos. La inyeccion
intraperitoneal (i.p) de valerato de estradiol (VE) a ratas en etapa infantil provoca
alteraciones en el ciclo estral, formacion de quistes en los ovarios, anovulacion,
modificacion en la secrecién de gonadotropinas y aumento en el tono simpatico,

evaluado por el incremento en la concentracion de NA en ovario.

La informacion simpética que inerva al ovario tiene origen en el GCMS, por
lo que se decidid comparar la actividad monoaminérgica en éste y en el ovario en
respuesta a la induccion del SOPQ por la administracion de VE o la exposicion a
estrés por frio, asi como la respuesta ovarica. Para ello, se utilizaron ratas
hembras de 10 dias de vida a las cuales se les inyectd 2 mg de VE via i.p. A otro
grupo de ratas de 24 dias de edad, se colocaron en un cuarto frio por 8 semanas
de lunes a viernes durante 3 horas. Todos los animales fueron sacrificados

alrededor de los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.

Solo en los animales con VE se adelanto la apertura vaginal. El ciclo estral
de los animales inyectados con VE se caracterizd por la presencia de diestros
constantes, mientras que el ciclo de los animales estresados se modifico por la
aparicion de 2 proestros en un mismo ciclo. La ovulacion de los animales con VE
se bloqued en un 80% y no se modificd en los animales sometidos a estrés. La

concentracion de progesterona (P4) y estradiol (E2) en los animales inyectados con
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VE no se modific, mientras que estas hormonas en las hembras sometidas a
estrés por frio fue menor (P4: 7.12 ng/mL + 0.8 vs. 13.3 ng/mL £ 1.91) y (E»: 23.81
pg/mL * 2.05 vs. 44.33 pg/mL + 5.73). La concentracién de Testosterona sélo
incremento en los animales inyectados con VE (88.45 pg/mL £ 16.3 vs. 24.3 pg/mL
+ 9.43). Las hembras inyectadas con VE presentaron incremento en la
concentracion de NA (7.33 pg/mL £ 1.5 vs. 3.73 pg/mL = 0.8) y DOPAC (690
pg/mL = 160 vs. 175 pg/mL = 57) en GCMS con respecto a su grupo control.
Mientras que en los animales sometidos a estrés por frio la relacion 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG)/Noradrenalina (NA) fue mayor en ovario con respecto a
su grupo control (1.2 pg/mL + 0.18 vs. 0.4 pg/mL %= 0.1) y también la concentraciéon
de serotonina en GCMS (7428 pg/mL + 1242 vs. 1777 pg/mL = 440). En cuanto al
nimero de neuronas marcadas en GCMS de los animales inyectados con VE fue
mayor con respecto a su grupo control (430 vs. 57), mientras que, en los animales
sometidos a estrés por frio el marcaje de neuronas fue del doble que en los
animales con VE (1100 vs. 430).

Debido a que la administracion de VE o la exposicion a estrés por frio
modifican de manera diferente las funciones ovaricas y el contenido de
monoaminas y sus metabolitos en GCMS y ovario, sugerimos que el mejor modelo
para inducir el SOPQ es la inyeccién de VE, confirmando la heterogeneidad del
sindrome.
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INTRODUCCION

El ovario se encarga de producir gametos capaces de ser fecundados y
sintetiza hormonas de naturaleza proteica y esteroide (Dominguez y col., 1991,
Tresguerres, 2003). Ambos procesos se encuentran regulados por la via

enddcrina y neural (Tresguerres, 2003).

Al ovario le llega informacién neural por medio del hilio y esta integrada
por informacion simpatica aportada por el nervio ovarico superior y por el nervio
del plexo ovérico, la informacion parasimpatica llega a través del nervio vago.
El origen de los nervios simpaticos estd en el ganglio celiaco mesentérico
superior (GCMS) (Sasahara y col., 2003). El ganglio celiaco en conjunto con el
ganglio mesentérico y el adrtico-renal forman parte del plexo celiaco, el cual se
localiza cerca de la aorta subdiafragmatica en la region celiaca (Sisu y col.,
2008).

Cuando existe alguna alteracion en la via nerviosa o endocrina que
regula las funciones del ovario, se pueden originar patologias como el SOPQ,
gue afecta del 6 al 10% de mujeres que comienzan su etapa reproductiva
(Moran, 2006). Las caracteristicas de diagnéstico son el hiperandrogenismo,

los ovarios poliquisticos y la anovulacion (Goodarzi y col., 2011).

En aproximadamente el 70% de las mujeres con SOPQ se presenta
alteracion hipotalamica (Goodarzi, 2011), la cual consiste en el incremento en
la frecuencia de los pulsos de secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), lo cual genera mayor liberacion de hormona
luteinizante (LH) pero no de hormona foliculo estimulante (FSH), dando como

resultado disociacién en la relacion LH:FSH (Moran, 2006).

Debido a la heterogeneidad del SOPQ (Azziz y col., 2009) es dificil
establecer un modelo que reproduzca tanto la alteracion del eje hipotalamo-
hipéfisis-ovario como de los factores metabdlicos (Franks, 1995). Por ello, se
buscan los modelos que reproduzcan las caracteristicas de la patologia lo mas

cercano a lo que se reporta para la mujer.
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Entre los modelos mas utilizados para determinar la etiologia del SOPQ
incluyen la administracion de esteroides en diferentes etapas de desarrollo que

inducen diversas caracteristicas de la patologia (Singh, 2005).

Existen evidencias de que un alto porcentaje de mujeres expuestas a
factores estresantes desarrollan el SOPQ, por lo que un modelo animal para

reproducirlo es mediante el estrés por frio (Singh, 2005).

En las Udltimas décadas se ha planteado que el SOPQ no soélo es el
resultado de alteraciones enddcrinas, sino que esti participando la inervacion
extrinseca del ovario (Morales y col., 2010; Linares y col., 2013). Por lo que, en
el presente estudio se decidi6 comparar el efecto de la administracion de
valerato de estradiol en la etapa infantil, o la respuesta al estrés por frio,
cuando se inicia en la etapa juvenil, sobre la respuesta owulatoria, la
concentracion de hormonas ovaricas y la actividad del GCMS, evaluada por la
concentracién de catecolaminas, serotonina, y por el nimero de neuronas

marcadas por el TB.
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MARCO TEORICO

Ovario

En la mujer, los ovarios son glandulas en forma de almendra de 3 cm de largo,
15 a 2 cm de ancho y 1 cm de grosor, con peso aproximado de 14 g cada uno
(Gartner y Hiatt, 2007). En la rata adulta, los ovarios tienen un peso aproximado
de 30 mg cada uno y miden 4.35 mm de ancho, 5.5 mm de largo y tienen un

grosor de 1.6 mm (Ramirez, 2011).

Tanto en la mujer como en la rata, esta glandula se localiza en la pelvis,
suspendida en el ligamento ancho del Utero por una prolongacion llamada
mesoovario, un pliegue derivado del peritoneo por el que transcurren los vasos

sanguineos que irrigan a los ovarios (Gartner y Hiatt, 2007).

Cada ovario esta recubierto por un epitelio cuboide denominado epitelio
superficial (Hafez y Hafez, 2000). Debajo de este epitelio se encuentra la tanica
albuginea, una capsula de tejido conjuntivo, poco vascularizada (Gartner y Hiatt,
2007).

El ovario esta formado por (Figura 1):

% Corteza: es la zona externa del ovario y se compone de una red de tejido
conjuntivo, llamada estroma (también conocida como compartimiento
intersticial), que contiene células estromales similares a fibroblastos y
foliculos ovaricos en diversas etapas de desarrollo (Gartner y Hiatt, 2007).

&% Médula: es la parte interna del ovario, ésta contiene una red vascular y
tejido conjuntivo laxo. Los vasos sanguineos de la médula derivan de las
arterias ovaricas (Gartner y Hiatt, 2007).

% Hilium: es la via por la cual las terminales nerviosas, los vasos linfaticos, asi
como la arteria y la vena ovarica entran y salen del ovario (Welsch y
Sobotta, 2008).

% Bursa ovarica: es una capsula que rodea al ovario que se llena con liquido

exudado por los foliculos después de la ovulacion. El espacio que se forma
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entre el ovario y la bursa se denomina cavidad bursal (Li y col., 2007). La
bursa le proporciona al ovario el microambiente necesario para el
mantenimiento de los ovocitos (Beck, 1972). En la rata y el raton, la bursa
es casi completa y su ruptura antes de la ovulacién limita el nimero de

fetos en el cuerno uterino ipsilateral (Vanderhyden y col., 1986)

El ovario realiza dos funciones: la secrecién de hormonas esteroides [P4, T

y E>] y peptidicas (activina e inhibina) y el desarrollo de los foliculos que culmina

con la owvulacién. Ambos procesos se encuentran regulados por la via enddcrina

ejercida por el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Este eje esta influenciado por

factores ambientales y nerviosos. El hipotalamo recibe una sefial por parte de los

estrogenos producidos en los ovarios, para que sea secretado el factor liberador

de las gonadotropinas (GnRH) hacia el sistema portahipofisiario, ésta hormona

llega a la adenohipdfisis y actla sobre los gonadotropos, lo cual favorece la

secrecion de la hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), que viajan

por el torrente sanguineo hasta llegar al ovario, donde ejerce su funcion biolégica

(Tresguerres, 2003).

Cuerpo lateo en
regresion
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Foliculo primario Antro

folicular

Y be
7 R (S,
y R N 35 o~ \
- - , >, 'Y .
. . . ) - 5 \\"., ~ -A" - -
Foliculo primordial Nt - B R — D
s . N o " "' " N 4 ¢ Py tN—
{ 3 oy . A\ £ .Y -
a2 ‘ & C { . Owvulo
) 1. L
N\

Foliculo secundario
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Figura 1. Esquema de un ovario de mujer sefialando las diferentes estructuras
gue lo integran (Modificado de Gartner y Hiatt, 2007).
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Desarrollo folicular

La foliculogénesis es el proceso por el cual un foliculo primordial se desarrolla
hasta llegar a ser un foliculo preovulatorio por accion de las gonadotropinas y por
la informacion nerviosa que llega al ovario (Dominguez y col., 1991; Malamed y
col., 1992; Tresguerres, 2003).

La transformacion de un foliculo ovarico en un cuerpo liteo fue descrita por
primera vez en 1672 por Regnier de Graaf. Desde ese momento quedd
demostrado que el foliculo ovarico constituye la unidad anatdémico-funcional del
ovario (Yen, 2001), cuya funcién es mantener, nutrir y madurar al ovocito hasta el
momento de la owulacién, asi como la secrecion de hormonas ovaricas

(Dominguez y col., 1991).

El foliculo esta formado por el ovocito I, una membrana basal que aisla a
las células de la granulosa del resto de los componentes del ovario y por células
de la teca. Ademas de las células de la granulosa y las tecales, el foliculo esta
rodeado por células de tejido conectivo y fibras musculares lisas que reciben el
nombre de teca externa. El ovocito y las células foliculares no reciben irrigaciéon

sanguinea ni inervacion de forma directa (Dominguez y col., 1991).

En la mujer, el desarrollo folicular se clasifica en 4 etapas de acuerdo al

tamafo de los foliculos, el desarrollo del ovocito y las células foliculares:

1. Foliculos primordiales: miden de 30 a 60 pm de diametro, estan

conformados por un ovocito diploide primario (9 a 25 um de diametro) el
cual se encuentra detenido en la etapa de diploteno de la profase de la
meiosis | (Carabatsos y col,, 2002; Gartner y Hiatt, 2007; Norris y col.,
2009) rodeado por una capa de células aplanadas precursoras de las

células de la granulosa llamadas células pregranulosas (Yen, 2001).

Aquellos ovocitos que no son rodeados y aislados por células de la

granulosa, en general mueren y son eliminados (Dominguez y col., 1991).
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2. Foliculos primarios: tienen un didmetro mayor a 60 um, se distinguen de los

foliculos primordiales por los cambios en el ovocito primario, las células

foliculares y el tejido estromal circundante (Gartner y Hiatt, 2007).

El ovocito primario crece hasta unos 60 pm de diametro con un

nicleo grande, denominado vesicula germinal (Gartner y Hiatt, 2007).

Las células foliculares adquieren una forma cuboide, es a partir de
este momento que reciben el nombre de células de la granulosa. El foliculo
se denomina foliculo primario unilaminar si solo una capa de células de la
granulosa rodea al ovocito. Cuando estas células proliferan, se estratifican y
forman varias capas de células alrededor del ovocito primario, el foliculo se
llama foliculo primario multilaminar. La actividad proliferativa de estas
dltimas se debe a la molécula de sefialamiento activina, producida por el

ovocito primario (Gartner y Hiatt, 2007).

La activina, inhibina y folistatina son enzimas proteicas que regulan la
secrecion de FSH conformada por una cadena a y una B. La inhibina
disminuye y la activina estimula la funcion de los gonadotropos. La
folistatina también suprime la expresion del gen que codifica para la
expresion de la cadena B de la FSH, pero con una eficacia menor que la
inhibina (Yen, 2001).

Durante esta etapa aparece la zona pellcida, la cual se encarga de
separar al ovocito de las células foliculares circundantes. La zona pellcida
se compone de tres glucoproteinas diferentes, ZP,, ZP,, ZP3, que el ovocito
secreta (Gartner y Hiatt, 2007). Estas proteinas facilitan la fecundacién por

los espermatozoides (Carifio y col., 2001).

Las células del estroma comienzan a organizarse alrededor del
foliculo primario multilaminar y forman una teca interna, compuesta sobre
todo por una capa celular vascularizada abundante, y una teca externa,

integrada por tejido conjuntivo fibroso. Se observa la presencia de la
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membrana basal que separa las células de la granulosa de la teca interna
(Gartner y Hiatt, 2007).

3. Foliculos secundarios: presentan un diametro aproximado de 200 pm, un

estrato compuesto de 7 a 8 capas de células de la granulosa y mdltiples
espacios entre ellas llamados cuerpos de Call-Exner, que contienen liquido
folicular originado por extravasacion de componentes plasmaticos y por
secrecion de las células de la granulosa (Dominguez y col., 1991; Freeman,
1994).

Las células de la granulosa tienen receptores a FSH, la union de la
hormona a su receptor estimula la mitosis de las células, lo que resulta en el
aumento del tamafio del foliculo. Conforme crece el foliculo, aumenta la
actividad de las células, lo que se traduce en un aumento del liquido
folicular que contiene glucosaminoglucanos, proteoglucanos, proteinas de
union a esteroides sexuales (SHBG) producidas por las células de la
granulosa, asi como P4, E, inhibina, folistatina y activina, las cuales
regulan la liberacién de LH y FSH (Gartner y Hiatt, 2007).

Los espacios llenos de liquido folicular, que separan a las células de
la granulosa, se unen y forman el antro folicular. Las células granulosas se
reordenan de tal manera que ahora el ovocito primario esta rodeado por un
grupo pequefio de células de la granulosa que se proyectan de la pared al

antro. Su estructura se denomina cumulo odéforo (Gartner y Hiatt, 2007).

Las células de la teca presentan todas las caracteristicas de las
células secretoras de hormonas esteroideas (abundante reticulo
endoplasmico liso y mitocondrias con crestas tubulares); las que estan
cerca de la membrana basal presentan nexos. En la teca interna existen
numerosas terminaciones nerviosas, tanto colinérgicas como adrenérgicas

(Dominguez y col., 1991).
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La mayoria de los foliculos que llegan a esta etapa del desarrollo
sufren atresia y unos cuantos foliculos secundarios contindan su desarrollo

hacia foliculos maduros (Gartner y Hiatt, 2007).

4. Foliculo preovulatorio: en estos foliculos se produce la ruptura y liberacién

del ovocito.

La proliferacién continua de las células de la granulosa y la formacion
constante de liquido folicular resultan en la formacion de un foliculo
preowvulatorio (Figura 2) cuyo diametro llega a 2,5 cm para el momento de la
owulacion. Este foliculo puede observarse como un abultamiento

transparente en la superficie del ovario (Gartner y Hiatt, 2007).

En estos foliculos se observan al ovocito en el cumulo odforo y
rodeado por la corona radiada (Gartner y Hiatt, 2007); estas estructuras se
forman a partir de células de la granulosa altamente diferenciadas, las
cuales proporcionan nutrientes y factores necesarios para el crecimiento del
ovocito. Poco antes de la owvulacion, el ovocito y el cumulo odéforo son
desplazados hacia una posicién excéntrica de la cavidad folicular y durante
el proceso de ovulacion, este complejo es expulsado de la cavidad folicular
(Sanchez Criado, 1999; Goldfien y Monroe, 2000).

En el humano la foliculogénesis comienza a partir del tercer mes de
gestacion y para el nacimiento, éste cuenta con todos los foliculos que se
desarrollaran a lo largo de su vida reproductiva (Sotomayor y col., 2008). En la
rata, el desarrollo folicular es un poco diferente al del humano, ya que en el ovario
se inicia el proceso de foliculogénesis a partir de las 36 horas después del
nacimiento (Malamed y col, 1992). La regulacion del crecimiento y la
diferenciacion folicular durante la primera etapa del desarrollo parece depender
fundamentalmente de la informacién que transcurre por la inervacion del ovario y
de las condiciones internas de éste, mas que de la concentracion plasmatica de
las gonadotropinas (Richards, 1980). En la rata, el crecimiento del foliculo dura 19

dias, desde que pasa del estado de “reposo” hasta que culmina con la ovulacion.
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Esto indica que durante la vida del foliculo en crecimiento se ve expuesto al
menos a cuatro “picos” preowulatorios de gonadotropinas (Dominguez y col.,
1991).

Células de la granulosa

Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
primordial primario secundario preovulatorio

Figura 2. Esquema gue muestra el desarrollo folicular sefialando las diferentes
estructuras que lo integran (Tomado y modificado de Welsch y Sobotta, 2008).

Atresia folicular

La atresia folicular es un proceso caracteristico de los vertebrados (Saidapur,
1978). El ovario de los mamiferos contiene foliculos en varias etapas de
desarrollo. En la mujer, del 50 al 75% de los foliculos van a degeneran antes de
llegar a la etapa de madurez (Gartner y Hiatt, 2007), mientras que en roedores es
del 77% (Byskov, 1978; Hsueh y col., 1994). Después de la ovulacion, las células
tecales se transforman en células teco-luteinicas del cuerpo IUteo. Las células
tecointersticiales de foliculos atrésicos con antro, pasan a formar parte de la
glandula intersticial. En cambio, las que rodean a los foliculos preantrales, en las
que no se ha producido la diferenciacién celular y que entran en atresia, no forman
parte de la glandula intersticial, ya que no poseen receptores a LH (Dominguez y
col,, 1991). EIl resto del foliculo es fagocitado por macrofagos (Gartner y Hiatt,
2007).
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La atresia se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular, desde la
vida fetal hasta la vida adulta, donde la tasa mas alta ocurre en foliculos antrales
pequefios; justo antes del desarrollo final del foliculo (Dominguez y col., 1991; Van
Voorhis, 1999). Durante el proceso de atresia, ocurre una serie de cambios
morfolégicos en el ovocito, en células de la granulosa y células de la teca (Hsueh y
col., 1994).

En la rata se ha propuesto una clasificacién de la atresia basandose en las
alteraciones de las capas de células de la granulosa (Byskov, 1974). La atresia

ocurre en tres fases progresivas:

& Fase 1: mas del 20% de células de la granulosa de un foliculo atrésico
presenta picnosis debido a la fragmentacion de ADN y se encuentran
adyacentes a la cavidad antral. Como en un foliculo sano, en esta fase de
atresia la membrana basal se mantiene intacta (Bukovsky vy col., 1984).

% Fase 2: en esta fase las células de la granulosa picnéticas son mas
abundantes. La membrana basal se fragmenta y como resultado los
leucocitos comienzan a invadir el compartimiento de células de la granulosa
(Bukovski y col., 1979). Se ha demostrado que los foliculos en esta fase de
atresia son invadidos por linfocitos T citotdxicos, lo cual sugiere que el
sistema inmune participa tanto en la diferenciacion como en la
degeneracion folicular (Bukovsky y col., 1984).

% Fase 3: los foliculos estan encogidos. La mayoria de los parametros en esta
fase son los mismos que se presentan en la fase 2, excepto que el
porcentaje de células picnoticas es de solo el 5% probablemente por la

presencia de macrofagos (Daud, 1988).

Owulacion

La owvulacion es el evento dominante en el ciclo estral, y se presenta durante el
estro (Ruiz, 1988). Consiste en la ruptura del foliculo preovulatorio, que resulta en

la expulsion del ovocito secundario detenido en la etapa de diploteno de la
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metafase Il de la meiosis, acompafiado de células del cumulo od6foro y la corona
radiada (Espey, 1999; Carabatsos y col.,, 2002; Norris y col., 2009). En el ovario
humano este proceso comienza 5 6 6 dias antes del pico preowvulatorio de LH
(Yen, 2001).

En la rata, la ovulacion estd determinada por la concentracién de estradiol
ovarico y los pulsos de secrecion de GnRH y de gonadotropinas, los cuales se
producen en determinadas horas y dias del ciclo estral (Yen, 2001). La ovulacion
espontanea va a depender de la liberacion de gonadotropinas, y no depende del
apareamiento como en aquellas especies que ovulan de manera refleja o inducida.
La rata es una especie poliéstrica, que repite su ciclo cada 4 6 5 dias a lo largo del

afio a menos que sea interrumpida por la prefiez (Ruiz, 1988).

La owulacién sucede en la madrugada del estro, precedido por el pico
preovulatorio de LH en la noche del proestro. Esta hormona inicialmente induce
incremento en la concentracion de esteroides ovaricos (Ruiz, 1988) pero
posteriormente la capacidad de sintesis de estrogenos por las células de la

granulosa disminuye y la de P4 aumenta (Dominguez y col., 1991).

Antes de que se produzca la salida del ovocito hay edema en la teca interna
y aumento de las prostaglandinas. Para que se produzca la owvulacién son
necesarios varios cambios en la pared del foliculo y en las uniones entre las
células de la granulosa y de la teca, que implican la ruptura de los desmosomas y
de los nexos que presentan las células granulosas, asi como la degradacion de las
fiboras de coldgeno, en respuesta a la disminucion en la concentracion de

estrégenos en el liquido folicular (Dominguez vy col., 1991).

La visualizacion endoscépica del ovario cerca de la owvulacion revela un
estigma conico sobre la superficie del foliculo protruyente que precede la ruptura
(Yen, 2001).

Alternativamente, la formacion del estigma y su ruptura pueden reflejar los
efectos locales de las enzimas sobre los sustratos proteicos de la membrana

basal. La presencia de inhibidores de las proteasas en el liquido antral inhibe la
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owdlacion. En la rata, el activador del plasmindgeno, se localiza en altas
concentraciones en las paredes foliculares ovaricas justo antes de la ovulacion.
Este activador del plasminégeno, una proteasa sérica, estimula la conversion de
plasmindégeno en la enzima proteolitica activada, la plasmina. Esta a su vez activa
la colagenasa, necesaria para la disolucion de la membrana basal y el estroma
folicular durante la owulaciéon. También se considera que el activador del
plasmindgeno puede estar involucrado en la disrupcién de las uniones gap, y por
ende, altera la comunicacién entre el ovocito y el cimulo celular circundante (Yen,
2001).

A la mitad del ciclo ovarico, la concentracion de estrogenos incrementa y
ello contribuye a que se presente el “pico” de LH y en menor magnitud el de FSH.
Este es el estimulo que el foliculo preowvulatorio necesita para que se dé la
owvulacion. Posteriormente, se forma el cuerpo lateo. Ya que después de la ruptura
folicular, los capilares y los fibroblastos del estroma circundante proliferan y
penetran la membrana basal. Esta rapida vascularizacion del cuerpo lGteo puede
ser guiada por factores angiogénicos, algunos de los cuales son detectados en el
liquido folicular. El factor de crecimiento vascular endotelial (EVGF) junto al factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) son agentes angiogénicos
potenciales en el cuerpo liteo. Las células de la granulosa se luteinizan y junto
con las células tecointersticiales circundantes y la vasculatura dan origen al cuerpo
lateo (Yen, 2001).

Esta glandula endocrina es la mayor fuente de hormonas esteroides
sexuales secretadas por el ovario durante la fase postovulatoria del ciclo
(Vallcaneras y col., 2011). Un aspecto destacable de este evento consiste en la
penetracion de la membrana basal folicular por los vasos sanguineos que proveen

de proteinas de baja densidad (LDL) a las células de la granulosa (Yen, 2001).

En humanos, el receptor de LH se mantiene durante toda la vida del cuerpo
lateo. Otro potencial regulador de la funcion del cuerpo liteo ademas de la LH, es
el Factor de crecimiento insulinico | (IGF-I) que promueve la produccién de E> y Py

en las células luteinicas humanas. Los receptores de E, y P4 también se han
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localizado en el cuerpo liteo y se ha postulado que estas hormonas también

pueden regular su funcion (Yen, 2001).

En la rata la vida funcional del cuerpo liteo es de aproximadamente de 4
dias mientras que en la mujer, la expectativa de vida funcional es de
aproximadamente 14 dias. En caso de que el ovocito no sea fecundado, el cuerpo
lateo involuciona espontaneamente, y en el caso de la mujer es reemplazado por

una cicatriz avascular conocida como cuerpo de albicans (Yen, 2001).

Esteroidogénesis

Las células del foliculo ovarico se encargan de secretar hormonas, entre ellas, las
de naturaleza esteroide, proceso conocido como esteroidogénesis. Estas
hormonas participan en la regulaciéon de la funcion reproductiva, ya que su
alteracion puede repercutir en el desarrollo de patologias que conllevan a la
infertilidad. Las hormonas esteroides ovaricas no actian de forma exclusiva en el
ovario, ya que viajan por el torrente sanguineo llegando a diversos tejidos y
sistemas, por ejemplo, al sistema nervioso central, sistema cardiovascular,
sistema musculo esquelético, sistema inmune, higado, Utero, tejido adiposo y

cutdneo (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Los esteroides producidos por células de la granulosa influyen en la
secrecion de hormonas producidas en la teca y en la maduracion meiética del

ovocito (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Las hormonas esteroides pueden ser clasificados con base a su estructura
quimica o por su accion fisiolégica principal. Dentro de las hormonas sexuales
producidas por el ovario se conocen 3 clases: progestinas (gestagenos vy

progestagenos), andrégenos y estrégenos (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

El sistema de clasificacion quimico relaciona a todos los esteroides con un
complejo anillo principal, caracteristico de la colastina compuesto por tres

ciclohexanos y un ciclopentano (Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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Los esteroides ovaricos segun su principal funcién bioldgica se clasifican en

tres grandes grupos: progestinas (C-21), andrégenos (C-19) y estrogenos (C-18):

% Estrégenos: la estrona y 17B-estradiol, hacen referencia a la receptividad
sexual (estro) en mamiferos hembras. La estrona fue el primer esteroide
sexual identificado y el 17B-estradiol es el esteroide mas activo (Gore-
Langton y Armstrong, 1994).

% Andrégenos: androstenediona y testosterona son precursores biosintéticos
de los esteroides estrogénicos, 17B-estradiol y estrona respectivamente,
debido a que son faciles de aromatizar (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

& Progestinas: pregnenolona es la progestina mas importante producida por
las células de la teca interna ya que es la precursora de todas las hormonas
sexuales. La progesterona es producida durante todo el desarrollo de los
foliculos, antes y después de la ovulacion. Otro esteroide C-21 es la 17a-
OH-progesterona, precursora inmediata de los andrégenos (Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

La comparacion del contenido de hormonas esteroides entre la vena
ovarica eferente y los vasos periféricos permitié distinguir entre los esteroides
secretados por el ovario y aquellos producidos por las suprarrenales o por

conversion periférica de precursores (Yen, 2001).

Teoria de la doble célula-doble hormona

El colesterol (chole, bilis y stereos, solido) es el precursor inicial en la
sintesis de hormonas esteroides (Yen, 2001). Las células con funcién

esteroidogénica pueden obtener colesterol a partir de tres fuentes:

& Incorporandolo de la sangre a partir de lipoproteinas circulantes.

& Utilizando el colesterol almacenado bajo formas de esteres de
colesterol.

& Sintetizandolo de novo a partir de acetato (Gore-Langton vy
Armstrong, 1994; Botella, 1995).
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La proteina implicada en el transporte de colesterol al interior de la

mitocondria, es la proteina reguladora de la esteroidogénesis (StAR) (Yen, 2001).

Las células de la teca presentan receptores a LH, la unién de la hormona a
Su receptor activa la sintesis de AMPc, el cual actla como segundo mensajero.
Este evento da lugar al primer paso de la sintesis de hormonas esteroides, que es
la conversion de colesterol (esteroide de 27 carbonos) a pregnenolona (esteroide
de 21 carbonos) (Figura 3). La reduccion del nimero de carbonos se produce por
oxidaciones catalizadas por enzimas de la familia de los citocromos P450. La
primer enzima en actuar es la enzima P450scc, que se encuentra en la
mitocondria de las células de la teca interna (Yen, 2001). Esta enzima corta la
cadena lateral de 6 carbonos del colesterol transformandolo a pregnenolona
(Gore-Langton y Armstrong, 1994).

A partir de la pregnenolona se producen diversas hormonas que se

diferencian por seguir alguna de las siguientes rutas metabdlicas

% Ruta A4: En ésta via, la pregnenolona es convertida a progesterona
por accion de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD),
enzima que se localiza en el reticulo endoplasmico liso de las células
tecales, granulosas y luteales Generalmente, esta ruta se realiza en
el cuerpo lateo (Sanchez Criado, 1999).

® Ruta A5: Esta ruta, es utilizada en su mayoria por células de la teca y
se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico liso. Las enzimas 17a-
hidroxilasa y la 17, 20 liasa convierten la pregnenolona a
dehidroepiandrosterona (DHE), que por actividad de la 33-HSD, es
convertida en androstenediona. La 17B-hidroxiesteroide-
deshidrogenesa (17B-HSD) transforma la androstenediona a

testosterona (Sanchez Criado, 1999).

Una vez que los androgenos (androstenediona o testosterona) son
sintetizados por células de la teca interna se difunden a través de la membrana

basal hacia las células de la granulosa, donde por actividad de las aromatasas son
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convertidos a estrona o estradiol, respectivamente. Durante el curso de la sintesis
de esteroides, las formas precursoras o intermedias pueden salir de las células e

ingresar en la circulacién, donde pueden ser detectadas y cuantificadas (Yen,
2001).

Célula de la teca

ﬁAR/ Mitocondria A / 36-HSD fﬂio\
Colesterol (ﬁBV\( p— ([;6:‘5

HO

: ATP Progesterona
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Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario, explicado a través de la
“teoria de la doble célula-doble hormona”. Receptor (R), hormona luetinizante (LH),
hormona estimulante del foliculo (FSH), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (38-

HSD), 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, Dihidroepiandrostenediona (DHEA)
(Tomado y modificado de Bremer, 2010).
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Etapas del desarrollo postnatal en la rata

La rata es utilizada como modelo experimental donde se puede evaluar las
funciones reproductivas en un corto periodo de tiempo, gracias a que tienen un
ciclo de vida de 2-3 afios (Acuiia y col., 2009). Varios de los mecanismos
neuroenddcrinos que se producen durante la maduracion sexual en la rata,
pueden ser extrapolados en el humano, por ejemplo, la similitud en el control de la
secrecion de la GnRH, la iniciacion de la secrecion de gonadotropinas, los
componentes celulares de los circuitos de retroalimentacion positiva, el desarrollo
folicular y la secrecion de la hormona de crecimiento en la pubertad (Becu-
Villalobos, 1990).

En la rata, la apertura vaginal es la Unica sefial externa que permite saber el
comienzo de la funcién reproductiva. El inicio de la pubertad ocurre el dia posterior
a los picos preowvulatorios de gonadotropinas. El desarrollo de los mecanismos
involucrados en la reproduccion se produce en un lapso corto de cinco semanas
(Becu-Villalobos, 1990).

Con base en parametros morfoldgicos Yy fisiolégicos que se llevan a cabo en
el eje hipotalamo-hipdfisis-génada, el desarrollo de la rata entre el nacimiento y la

pubertad, se ha clasificado en 4 etapas (Ojeda y col., 1980):

® Etapa neonatal: abarca desde el nacimiento hasta el dia 7 de vida y se
caracteriza por la insensibilidad del ovario a las gonadotropinas. El
crecimiento folicular se inicia en forma independiente a estas hormonas
(Peter y col., 1970). Existen evidencias que sefalan que la foliculogénesis
depende de la inervacion del ovario (Malamed y col, 1992). La
retroalimentacion de E, no se establece claramente debido a la alta
concentracién de a-feto proteina en suero, que se une a los estrégenos
torndndolos biolégicamente inactivos (Raynaud, 1973). Al final de esta
etapa la concentracion sérica de FSH empieza a aumentar y la de LH se
mantiene baja. Entre el cuarto y quinto dia comienzan a formarse los

receptores a FSH y dos dias después los de LH, lo cual hace evidente la
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respuesta estrogénica del ovario a las gonadotropinas a partir de estos
dias. La FSH al unirse a su receptor, estimula la sintesis de aromatasas y
con ello la produccién de estradiol a partir de testosterona (Lamprecht y
col., 1976).
& Etapa infantil: comprende del dia 8 al 21 de vida.

Se caracteriza por concentraciones muy altas de FSH (Dohler y Wuittke,
1974; Mackinnon y col., 1976) que alcanza su maxima concentracion a los
12 dias de edad. Esto debido a la presencia de picos esporadicos de LH
(Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon y col., 1976; Wuttke y col., 1980). Las
concentraciones altas de FSH son fundamentales para el reclutamiento y
crecimiento de los foliculos que llegan a ovular en la pubertad (Hade vy col.,
1978; Ojeda y col., 1980).

A partir del dia 15 de vida disminuye la FSH y desaparecen los picos
de LH. Comienza a detectarse inhibina en suero, y la disminucion de la  ao-
feto proteina condiciona un aumento de eficacia de la retroalimentacion
negativa del estradiol sobre las gonadotropinas (Becu-Villalobos, 1990).

&% Etapa juvenil: inicia en el dia 22 hasta el 32 de vida.

La concentraciéon de FSH disminuye sensiblemente y en su comienzo, las
concentraciones de LH son bajas y constantes. La LH comienza a
secretarse en forma pulsétil (Andrews y Ojeda, 1981) y al final de la etapa,
su concentracion basal es mayor que en las etapas anteriores (Meijs-
Roelofs y col., 1983), asi como la amplitud de sus pulsos (Urbanski y Ojeda,
1983) que se producen durante la tarde, lo que establece un ritmo de
secrecion circadiano. A nivel ovarico se observa un aumento de receptores
a LH (Smith-Withe y Ojeda, 1981), que junto con el patron de secrecion de
la hormona se traduce en mayor esteroidogénesis (Becu-Villalobos, 1990).

El aumento gradual de la concentracion de prolactina (PRL) y de la
hormona del crecimiento (GH) facilita la accion estimulante de las
gonadotropinas (Ojeda y col.,, 1980). En este momento se establece la
retroalimentacion positiva del estradiol sobre la secrecién de LH (Ojeda y
col., 1986).
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% Etapa peripuberal: inicia el dia 33 de vida y culmina con la primera
owvulacion. Se establece el ritmo circadiano de LH y de PRL. El incremento
de la frecuencia de los pulsos de secrecion de LH estimula la mayor
produccion de estradiol por parte de los ovarios. La concentracion de
estradiol produce una retroalimentacion positiva sobre gonadotropinas
(Urbanski y Ojeda, 1986). En el ovario se observa un maximo numero de
receptores para FSH y LH, lo que se traduce en mayor respuesta
esteroidogénica (Ojeda y Urbanski, 1988). La concentracion de E,, P4y T
es mayor que en etapas anteriores (Mathews y col., 1987) y ello favorece la
liberacion de GnRH por parte del hipotalamo, la cual actia sobre la
adenohipdfisis y estimula la liberacion de FSH y LH, estas hormonas al
ejercer su funcién sobre el ovario inducen la primera owulacién (Becu-
Villalobos, 1990).

Ciclo estral

El ciclo estral es regulado por mecanismos enddcrinos y neuroenddcrinos. La
receptividad sexual en la mayoria de los vertebrados, excluyendo a algunos
primates y a la especie humana, se restringe a periodos llamados ciclos estrales
que se presentan ritmicamente. Durante el celo o estro, la hembra esta
fisiologicamente condicionada para recibir al macho y se presentan cambios
estructurales en los 6rganos sexuales accesorios de la hembra. Los animales
monoestrales 0 monoéstricos completan un solo ciclo de estro anualmente y un
largo periodo de anestro que separa las épocas del celo. Los organismos
poliestrales o poliéstricos completan dos o mas ciclos anualmente si no se ven

interrumpidos por la prefiez (Ruiz, 1988).

Las ratas de laboratorio, ratones y los cobayos, son especies poliéstricas
gue repiten su ciclo durante el afio sin grandes variaciones (Ruiz, 1988).

El ciclo estral se encuentra dividido en cuatro etapas: Proestro, Estro,

Metaestro o Diestro | y Diestro Il (Figura 4).
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&% Proestro: dura aproximadamente 12 horas (Suckow y col., 2006). Esta
etapa anuncia el proximo celo y esta caracterizada por la accién de la FSH,
que actla sobre el crecimiento y maduracion de los foliculos. Se caracteriza
por el aumento en la secrecion de estrogenos que van a sensibilizar al
sistema nervioso central de tal manera que, la hipdfisis secrete LH y

estimule la ovulacion.

En los roedores, la citologia vaginal se caracteriza por la presencia de

células epiteliales nucleadas (Ruiz, 1988).

& Estro: tiene una duracién de 12 horas aproximadamente (Suckow y col.,
2006) y se caracteriza por tres eventos: el celo, la copula y la ovulacion.
Durante esta etapa las hormonas predominantes son: la FSH, actuando
sinérgicamente con un incremento muy marcado de la LH. Este estimulo
enddcrino se denomina “pico” de LH o “pico preovulatorio”. La hembra
presenta un cambio de comportamiento para atraer al macho. En las ratas,
el cambio de conducta comprende la vibracion o temblor de las orejas y la
lordosis como respuesta a la aproximacion del macho. Una vez realizada la
copula o apareamiento y ya en la dltima parte del estro se presenta la
owulacion, 36 a 38 horas después de la liberacion preovulatoria de LH
(Ganong, 1996; Geneser, 2000). Después de las 24 horas siguientes a la
owvulacion y la consecuente copula, desaparece la conducta tipica de celo
de la hembra. El Gtero en esta etapa aumenta de tamafio progresivamente
y se distienden debido a la acumulacion de un liquido en su interior (liquido
luminal). Gran parte de este liquido se pierde antes de la owvulacion. En la
mucosa vaginal se presentan repetidas mitosis y a medida que se
acumulan nuevas células, las capas superficiales se hacen escamosas y
cornificadas. Las células que se presentan en el frotis vaginal son
cornificadas y con nucleo degenerado (Ruiz, 1988).

& Diestro: con una duracién de 12 horas aproximadamente (Suckow y col.,
2006), se caracteriza por la involucién funcional y/o lisis de los cuerpos

lateos por lo que disminuye la progesterona circundante. El mecanismo de
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involucion o regresion del cuerpo liteo en los roedores es un proceso
rapido ya que es una especie donde el periodo de gestacion dura 21 dias.
En esta etapa los cuernos uterinos se pueden observar pequeiios y
levemente contraidos. La pared vaginal presenta una mucosa delgada
invadida de leucocitos, por lo que la citologia vaginal muestra gran nimero
de este tipo celular (Ruiz, 1988).

Metaestro: dura aproximadamente 10 horas (Rodriguez, 1993). Es el
periodo en que las concentraciones de estrégenos disminuyen y el cuerpo
liteo comienza a desarrollarse. La secrecion de P4 aumenta gradualmente
durante esta etapa (Cardinali y col.,, 1994). La mucosa vaginal entra en
regresion y es invadida por leucocitos aun cuando todavia se encuentran

células queratinizadas caracteristicas del estro (Rodriguez, 1993).

En caso de que la hembra presente prefiez, el resto del ciclo se interrumpe

durante el periodo de gestacion. El animal entrarA nuevamente en un ciclo

reproductor cuando finalice el estado de gestacién o hasta la terminacién de la

lactancia de las crias (Ruiz, 1988).
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Figura 4. Diagrama de flujo del ciclo estral (Tomado y modificado de

Hafez y Hafez, 2000).
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Inervacién ovarica

La inervacion del ovario participa en la regulacion del desarrollo folicular y la
esteroidogénesis. Se clasifica en intrinseca y extrinseca. Dentro de la inervacion
extrinseca se encuentra la informacion simpatica, parasimpatica y la sensorial

(Lawrence y Burden, 1980).

La inervacion simpatica estd compuesta por un conjunto de neuronas dispuestas

en distintas regiones:

1. Neuronas hipotalamicas: que controlan la actividad visceral.

2. Neuronas de la médula espinal: integran una variedad de reflejos originados

por sensaciones viscerales de dolor o sensaciones de plenitud estomacal o
intestinal, asi como estimulaciones provenientes de receptores en los vasos
sanguineos y en las distintas visceras.

3. Neuronas posganglionares de la cadena paravertebral: Reciben estimulos

de las neuronas preganglionares a través de los ramos comunicantes
blancos, compuestos por haces de fibras nerviosas que salen de la médula
por los nervios de la raiz ventral, pero se separan de los nervios somaticos
para entrar en los ganglios paravertebrales.

4. Neuronas posganglionares de los ganglios prevertebrales: Reciben fibras

gue solo cruzan los ganglios paravertebrales sin hacer sinapsis en las
células nerviosas que se encuentran en ellos, viajando entonces

directamente desde las neuronas preganglionares.

La inervacion simpéatica deriva de cuerpos celulares del ganglio ovarico, el
cual tiene su origen en la arteria ovarica y en cuerpos celulares del plexo renal y
celiaco. Los nervios simpéticos que llegan al ovario son el nervio del plexo ovarico
(NPO) vy el nervio ovarico superior (NOS), se originan en el ganglio celiaco

mesentérico superior (GCMS) y ambos transportan diversos neurotransmisores.

% El Nervio Ovarico Superior viaja junto al ligamento suspensorio e inerva
vasos sanguineos, células de la glandula intersticial y células de la teca.

Los neurotransmisores que transcurren por este nervio son: Noradrenalina
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(NA), Neuropéptido Y (NPY) y Péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Baljet y
Drukker, 1979; Lawrence y Burden, 1980).

& El nervio de Plexo Ovéarico se encuentra acompafado por la arteria ovarica
e inerva principalmente la vasculatura del ovario (Lawrence y Burden,
1980). Los neurotransmisores que viajan por él son: sustancia P, NA y el
péptido relacionado con el gen que codifica a la calcitonina (CGRP)
(Aguado y Ojeda, 1984).

Ganglio celiaco mesentérico superior

Es un complejo constituido por un aglomerado de unidades ganglionares
separadas por fibras nerviosas, vasos capilares y septos de tejido conectivo
(Sasahara y col., 2003). El ganglio celiaco en conjunto con el ganglio mesentérico
y el adrtico renal forman parte del plexo celiaco, el cual se localiza cerca de la

aorta subdiafragmatica en la region celiaca (Sisu y col., 2008).

En la rata, los ganglios prevertebrales se organizan de manera diferente a
otras especies. Estos ganglios prevertebrales se ubican en el abdomen a lo largo

de la aorta y sus ramas (Figura 5).
Los ganglios prevertebrales son:

% Ganglio celiaco: forma parte de una masa de tejido conectivo y fibras
nerviosas, las cuales forman el plexo celiaco (Miller y col., 1996). Recibe
proyecciones de entrada por parte de la médula espinal y proyecta sus
fibras postganglionares hacia varios 6rganos abdominales, incluyendo al
pancreas Yy al higado. La activacién de estas fibras nerviosas incrementa
de manera indirecta o directa la produccién de glucosa (Vallcaneras y
col., 2011). Estd situado a cada lado del plano medio, entre la glandula
suprarrenal y el origen del tronco celiaco, por delante de los pilares del
diafragma. Por su lado externo reciben al nervio esplacnico; por el

interno al vago posterior (Viso, 1998). Las células de este ganglio tienen

Maria Isabel Navarrete Morales 23



nicleo excéntrico con dos nucléolos, doble nucleolema y poros
nucleares; en el citoplasma se encuentran vesiculas del aparato de
Golgi, vacuolas, mitocondrias, reticulo endoplasmico y ribosomas libres
(Vallcaneras y col., 2011).

Ganglio mesentérico superior: se encuentra ubicado en ambos lados del
origen de la arteria mesentérica superior, Es el centro de integracion de
reflejos gastrointestinales ya que inerva el intestino delgado y el colon
ascendente y transverso. No se conoce aun mucho de su estructura
(Miller y col., 1996).

Ganglio mesentérico inferior: inervado por los nervios esplacnicos
lumbares y los mesentéricos inferiores, manda fibras posganglionares al
colon descendente y sigmoide, recto, rifidn, vejiga y organos sexuales
(Miller y col., 1996).

Ganglio esplacnico: ubicado en los segmentos abdominales de los
nervios esplacnicos mayores, en los ganglios inter-renales y en los
ganglios mesentéricos inferiores (Miller y col., 1996).

Ganglio aortico renal: esta situado respecto a la arteria renal, en la parte
anterior e inferior, reciben filamentos del ganglio y plexo celiaco. Pueden
haber uno o dos ganglios; uno superior y otro inferior. Este ganglio

recibe al nervio esplacnico menor (Viso, 1998).

En estos ganglios se encuentran principalmente tres tipos de células:

Neuronas pequefias intensamente fluorescentes (SIF) (30-60 micrones) las
cuales funcionan como interneuronas

Células grandes o también llamadas noradrenérgicas (10-15 micrones) de
tipo aferente

Neuronas postganglionares (30-60 micrones) (Gibbins y col., 2003).

La rata cuenta con prominentes ganglios pareados en los nervios esplacnicos

mayores, entre el ganglio celiaco y las cadenas simpaticas, pero aun no esta claro

gué érganos son abastecidos por las células nerviosas de estos ganglios (Quinson
y col., 2001).
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Las proyecciones de los ganglios prevertebrales simpaticos se organizan
somatotopicamente. Los ganglios mas rostrales son el esplacnico, celiaco y
mesentérico superior, los cuales contienen neuronas que inervan todas las
regiones del tracto gastrointestinal. Los ganglios mesentérico inferior y adrtico
renal que se encuentran mas caudalmente tienen neuronas que inervan la parte
distal del intestino (Quinson y col., 2001). Todos estos ganglios se encuentran

conectados entre si por un gran nimero de fibras nerviosas (Viso, 1998).
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Figura 5. Origen de los nervios esplacnicos. Situacion retrocrural y
anterocrural (Tomada y modificada de Viso, 1998).

Biosintesis y metabolismo de las monoaminas

La dopamina (DA), NA y adrenalina (A) son catecolaminas biogénicas que actlan
en el sistema nervioso central como neurotransmisores u hormonas, también son

importantes para mantener la homeostasis corporal en respuesta al estrés agudo y

Maria Isabel Navarrete Morales 25



cronico. La sintesis de estos neurotransmisores tiene lugar en la terminal nerviosa

a partir de aminoacidos procedentes de la dieta (Mardomingo, 1994).

El precursor de todas las catecolaminas es el aminoacido L-tirosina, que
proviene de dos fuentes: la alimentacion y la sintesis hepética a partir de la
fenilalanina, mediante la accion de la enzima fenilalanina hidroxilasa. La L-tirosina
es convertida a L-dihidroxifenilalanina (L-dopa) por la enzima mitocondrial tirosina
hidroxilasa (TH), que se encuentra en la médula suprarrenal, en el encéfalo y en
los tejidos con inervacion simpatica. Este es un paso limitante en la sintesis y

puede ser inhibida por analogos de la tirosina, como la a-metiltirosina.

La L-dopa por accion de la enzima citopldsmica L-amino &cido
descarboxilasa da origen a L-dihidroxifeniletilamina (DA). La DA puede seguir dos
vias: 1) la oxidacion por la dopamina B-hidroxilasa, la cual resulta en la formacion
de NA; 2) que se metabolice a acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) a través

de la monoamino oxidasa (MAO).

La NA puede biotransformarse en A por accion de la enzima fenil-

etanolamina-N-metiltransferasa (Figura 6 A) (Jubiz, 1998).

La NA y la A son catabolizadas a través de dos enzimas: la catecol O-
metiltransferasa (COMT) y la MAO, las cuales se encuentra en el higado y en los
rifones. La degradacion de NA da lugar a la normetanefrina, mientras que la A
forma la metanefrina. Por accién de la COMT y de la MAO, la NA puede llegar a
degradarse hasta formar 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el espacio
sinaptico (Jubiz, 1998; Nestler y col., 2001).

Existen diversos tipos de receptores para NA. Los alfa, que a nivel del tallo
cerebral, intervienen en respuestas inhibitorias de la liberacion del
neurotransmisor, en virtud de que funcionan como autorreceptores en las

membranas presinpticas, y los receptores beta que facilitan la liberacion de NA.
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Ambos tipos de receptores también se encuentran en la membrana postsinaptica
(Alcaraz, 2001).

Los principales nicleos noradrenérgicos se localizan en el tallo cerebral en
una zona que recibe el nombre de locus coeruleus, participan en la regulacion de
la vigilia y de ciertos estados afectivos. La disminucion en la NA cerebral se

relaciona con la depresion (Alcaraz, 2001).

El contenido de catecolaminas varia segun el tejido en el cual son
determinadas. En la médula suprarrenal, el cociente de A/NA es de 4:1, mientras
gue en las terminaciones nerviosas es de 1:1. Los feocromocitomas son tumores
que se encuentran en la médula suprarrenal y secretan altas cantidades de

catecolaminas (Jubiz, 1988).
Biosintesis de Serotonina (5-HT)

La 5-HT o 5-hidroxitriptamina es una amina que se localiza principalmente en el
sistema nervioso central, donde actia como neurotransmisor, también se
encuentra en el tracto gastrointestinal y en las plaquetas. La serotonina es liberada
por estimulos nerviosos, quimicos y mecanicos. Los receptores para la serotonina
son el 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-HT7, los cuales son
receptores acoplados a proteinas G, con excepcion de los 5-HT3 que son
inotropicos. La serotonina tiene la capacidad de intervenir en la sensibilidad al
dolor y el suefio, produce vasoconstriccion en el cerebro y en las visceras
(Ahumada y col., 2002).

La Sintesis de la 5-HT se da a partir del aminoacido L-triptéfano, el cual es
transportado al cerebro a través de la barrera hematoencefalica, es captado por la
célula y se oxida mediante la enzima triptofano hidroxilasa, la cual, junto con el
cofactor tetrahidrobiopterina y el oxigeno, convierte el triptofano en 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). ElI 5-HTP es descarboxilado por la L-aminoacido
descarboxilasa pasando a 5-hidroxitriptamina (Figura 6 B). La 5-HT se almacena
en vesiculas que la protegen y evitan su degradacion (Nestler y col., 2001). La 5-

HT es catabolizada en el espacio sinaptico por la MAO vy la aldehido
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deshidrogenasa dando como producto la formacion del &cido 5-hidroxindolacético
(5-HIAA) principal metabolito de 5-HT (Florez y col., 1992: Nestler y col., 2001).

En el sistema nervioso central las neuronas serotoninérgicas sintetizan su
propia 5-HT y la enzima triptéfano hidroxilasa constituye el marcador especifico de
dichas neuronas con la técnica inmunohistoquimica. La 5-HT se libera en el
espacio sinaptico mediante despolarizacién y entrada de calcio en la membrana
presinaptica. Una vez liberada, una parte de la misma actla sobre los receptores
postsinapticos, otra difunde al espacio extracelular y otra parte es recapturada por
la membrana presinaptica. La recaptura es inhibida por determinados farmacos
fundamentalmente los antidepresivos (Mardomingo, 1994).

s
—_— .
Tirosina Tri tofano
sng =
y Hidroxilasa A B
IN__I o §H Triptofane
hidroxilasa
DOPA

descarboxilasa " : f 5-
[
opamina L]

Dopamina

p- 5-HTP
idroxilasa descarboxilasa
5-Hidroxitriptamina
SEROTONINA
Feniletanolamina HO. _
-N-transferasa \Q

Adrenallna

@

MAO +

MAO Aldehido deshidrogenasa

Neureona postsinaptica /

Figura 6. A Biosintesis de catecolaminas y B Biosintesis de Serotonina
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Sindrome de ovario poliquistico (SOPQ)

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es la patologia méas frecuente de
mujeres en edad reproductiva (Moran, 2006), afectando del 6 al 10% de ellas
(Goodarzi y col., 2011).

Si bien, la patologia fue descrita hace mas de medio siglo por Stein y
Levental se desconoce aun con certeza su origen (Yen, 2001). Actualmente, para
diagnosticar el SOPQ es necesario que se presenten dos de las tres siguientes
caracteristicas: 1) anowvulacion, 2) hiperandrogenismo clinico o bioquimico y 3)
ovarios quisticos (Moran, 2006). Dos de tres mujeres con la patologia también
presentan disfunciones metabdlicas, lo cual incrementa el riesgo de desarrollar

diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Goodarzi y col., 2011).

Las funciones reproductivas estan reguladas por el eje hipotalamo-hipéfisis-
ovario (Yen, 2001). La alteracidon en alguno de estos componentes desencadena
gue los deméas se vean modificados. En aproximadamente el 70% (Goodarzi y
col., 2011) de las mujeres con SOPQ se presenta una irregularidad hipotalamica,
la cual consiste en un incremento en la frecuencia de los pulsos de secrecion de
(GnRH), lo cual genera mayor liberacién de LH pero no de FSH, dando como

resultado una disociacién en la relacion LH:FSH (Moran, 2006).

Existen diversas hipotesis para explicar el origen del SOPQ, entre ellas se

encuentran las siguientes:

% Hipotesis hipotaldmica: plantea un defecto neuroendécrino primario dado

por el aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de GnRH, lo que
da como resultado alteraciones en la secrecion de gonadotropinas, y en el
ovario la sobreproduccion de andrégenos y anovulacion (Matalliotakis y col.,
2006).

&% Hipotesis de la insulina: un defecto Gnico en la accién de la insulina conlleva

a la hiperinsulinemia. Se sugiere que la insulina remeda la accion de la LH
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lo que resulta en el exceso de la secrecion de andrégenos y anovulacion
(Matalliotakis y col., 2006).

&% Hipotesis del ovario: establece un defecto primario en la sobre expresién

del complejo enzimatico P450c17 y de la enzima 3B3-HSD, los cuales
participan en la produccion de androgenos en células de la teca. La
sobreexpresion de estas enzimas ocasiona el incremento en la secrecion

de andrégenos, lo que conlleva a la anovulacion (Bremer, 2010).

El exceso de andrégenos es considerado por muchos investigadores como
la principal caracteristica del SOPQ, ya que del 80-85% de mujeres con la

patologia presentan hiperandrogenismo clinico (Goodarzi y col., 2001).

En el SOPQ el hiperandrogenismo y la hiperinsulinemia, derivada de la
resistencia a la insulina, alteran la sefalizacion paracrina intraovarica, lo que se
traduce en la hipertrofia en células de la teca. La consecuente detencion del
desarrollo folicular en mujeres con la patologia estda acompafada por
irregularidades en el ciclo menstrual, anovulacion y la acumulacién de pequefios
foliculos antrales ubicados en la periferia del ovario, conduciendo a la morfologia

poliquistica tipica (Moran, 2006).

En el 70% de las mujeres con la patologia aumentan los pulsos y la
frecuencia en que se secreta la LH (Lobo, 1991), de manera que la relaciéon
LH:FSH es de 2:1. La concentracion desproporcionada de FSH observada en
mujeres con SOPQ altera el desarrollo folicular, ya que para que se dé la
foliculogénesis es necesario un aumento en la concentracion de FSH del 30% con
respecto a la de LH (Yen, 2001).

Aunado al desorden enddcrino a principios de la década de los 90°s se
postula que el SOPQ es el resultado de una mayor actividad de las fibras
simpaticas que llegan al ovario, esto se apoya en el hecho de que la eliminacion
bilateral del NOS, principal fuente de inervacion simpética, restablece la ovulacion

y la morfologia ovérica (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993).
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Modelos de induccion del SOPQ

Durante muchos afios se han desarrollado modelos animales para determinar la
etiologia de este sindrome. Entre los modelos mas utilizados incluyen a la rata
tratada con esteroides sexuales en diferentes etapas del desarrollo. Sin embargo,
debido a la heterogeneidad del sindrome (Azziz y col., 2009) es dificil establecer
un modelo que reproduzca tanto la alteracién del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario
como de los factores metabdlicos (Franks, 1995). Por ello, en la investigaciéon
sobre la etiologia del SOPQ se busca los modelos que reproduzcan las

caracteristicas mas cercanas a lo reportado en la mujer con la patologia.

Los roedores son los animales mas utilizados como modelo biolégico para
estudiar el SOPQ, por su tamario, el corto lapso de vida, un indice de reproduccion

alto y por sus diversas lineas genéticas (Danni y Donna, 2012).

La induccién del sindrome se puede lograr mediante la administracién de
productos farmacéuticos, la exposicion a luz constante y la aplicacion de

tecnologia transgénica (Singh, 2005).

Dentro de los modelos mas utilizados para inducir la patologia mediante farmacos

se encuentran los siguientes:
Androgenos

El hiperandrogenismo es la manifestacion primaria del SOPQ. Una de las hipétesis
sobre la etiologia de la patologia es que la exposicion a un exceso de andrégenos
en los primeros afios de vida conduce a que la mujer manifieste el sindrome en la
edad adulta (Parker y Mahesh, 1976).

En la rata, se puede inducir la patologia a través de implantes o inyecciones
diarias de dehidroepiandrosterona (DHEA), propionato de testosterona (TP) o 5a-
dihidrotestosterona (DHT). Los resultados que se obtienen de estos modelos en
cuanto a la concentracion de hormonas y la morfologia ovarica son diversos

(Singh, 2005). Con algunos modelos de induccion las caracteristicas del SOPQ
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son temporales y dependen de la administracién del androgeno elegido (Danni y
Donna, 2012).

Los animales androgenizados presentan aumento en el peso corporal
provocando no solo la induccion del sindrome, sino también desordenes
metabdlicos, como lo son la resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2, por
lo que este modelo es utilizado para conocer mejor la relacién que tiene la
obesidad con el SOPQ (Danni y Donna, 2012).

Estr6genos

La administracion de estrogenos como benzoato de estradiol o VE a ratas
hembras durante la etapa infantil conduce a la aciclicidad y ovarios anovulatorios

polifoliculares en la edad adulta de los animales (Mahajan, 1988).

El estrégeno mas utilizado para inducir la patologia en la rata es el VE, la
administracion de 2 mg del farmaco provoca dentro de las 8 semanas posteriores
a la inyeccidn, alteraciones en los pulsos de secrecién de la GnRH, desajuste en
el almacenamiento y liberaciéon de LH y bajas concentraciones de E, (Brawer y
col., 1986: Lara y col., 1993; Krishna, 2005).

Antiprogestinas

La administracién de una antiprogestina como la mifepristona (RU486) provoca
gue la rata presente mas de 8 dias consecutivos en la etapa de estro, dando como
resultado el bloqueo de la owulacion, cornificacion vaginal persistente y Gtero
balonado. RU486 incrementa la concentracion de LH, PRL, T y E,, mientras que
disminuye la concentracion de FSH en suero. Los ovarios presentan quistes y

foliculos en diferentes grados de atresia (Sanchez-Criado y col., 1993).
Exposicion a luz constante

La rata expuesta a luz constante desarrolla anovulacion crénica asociada con

ovarios poliquisticos. La intensidad, duracion y las caracteristicas espectrales de la
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luz van a determinar la velocidad a la que la anowvulacion se produce (Lambert,
1975).

Varios estudios reportan que la concentracion de LH de ratas expuestas a
luz constante no tiene modificaciones, mientras que la concentracion de FSH y P4

son bajas, y la de E; aumenta con respecto a un animal testigo (Takeo, 1984).

La owulacién espontanea en ratas implica el control de un reloj
neuroendocrino. Los picos de gonadotropinas que inducen la owvulacion son
controladas por el ciclo luz-oscuridad. Cuando los animales estan expuestos a luz
constante durante un periodo de 24 horas, el fotoperiodo de luz-oscuridad

desaparece y esto contribuye a la induccion del SOPQ (Weber y Adler, 1979).

Los mecanismos subyacentes asociados con la anowvulacidon crénica en
ratas expuestas a luz constante no se entienden completamente. Se postula que
el sistema nervioso simpatico se activa debido a un estrés continuo provocado por

la exposicion a la luz constante (Singh, 2005).

La anowvulacién cronica y el desarrollo del SOPQ en ratas expuestas a luz
constante se debe a la disminucién de la produccion de melatonina secretada por
la glandula pineal en las primeras horas de la fase de oscuridad (Krishna, 2005).
Ademas de la glandula pineal, la piel puede estar relacionada en el desarrollo de
la anovulacion cronica en ratas sometidas a luz constante (Krishna, 2005), ya que
se ha descrito un sistema serotoninérgico y melatoninérgico cutaneo en la rata, el

hamster y el humano (Semak y col., 2004).
Exposicion a estrés por frio

Observaciones clinicas sugieren que el estrés es un factor importante en el
desarrollo del SOPQ (Lobo, 1991), si bien como factor unico no participa en la
etiologia de la patologia, se sugiere que puede ser un elemento importante para
que se modifique la secrecién de neurotransmisores centrales implicados en la
regulacion de los pulsos de secrecion de GnRH vy las funciones reproductivas
(Dorfman y col., 2003).
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El estrés no solo altera la secrecion de neurotransmisores, sino también
incrementa el tono simpatico que inerva al ovario, del cual se sabe que participa
en el desarrollo y mantenimiento del SOPQ. Razon por la cual, se ha utilizado el
modelo de la rata sometida estrés por frio para reproducir las caracteristicas
presentadas en la mujer con la patologia (Paredes y col., 1998; Araya y col.,
2004).

El estrés por frio incrementa la actividad de los nervios simpaticos,
evaluado por el aumento en la concentracion de NA ovarica, ésta hiperactividad se
asocia con cambios en la homeostasis del organismo, alteraciones en el
comportamiento sexual, la formacion de quistes ovaricos y cambios en la
concentraciéon de hormonas esteroides. Por lo que se utiliza este modelo en la

investigacion de la etiologia del sindrome (Araya y col., 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se ha incrementado la presencia del SOPQ en mujeres jovenes,
su incidencia se ha asociado a factores hormonales, ambientales y genéticos.
El cuadro que caracteriza al sindrome es el hiperandrogenismo, la disminucién
en la frecuencia owvulatoria e incluso su ausencia, y la poliquistosis ovarica.
Estas alteraciones pueden desencadenar dafios metabdlicos que complican
aun mas la patologia. Para estudiar la etiologia del sindrome se han utilizado
diversos modelos experimentales, en los que se pretende reproducir las

alteraciones endocrinas que caracterizan a la mujer.

Se ha sugerido que la formacion de los quistes ovaricos es antecedida
por el incremento en la actividad de las fibras simpéticas que llegan al ovario, y
que se originan en el GCMS. Para analizar si ésta hiperactividad neural se
produce independientemente del inductor empleado, en el presente estudio se
analizd en la rata adulta, el efecto de la administracion de una dosis de VE en
la etapa infantil, o la respuesta al estrés por frio, cuando se inicia en la etapa
juvenil, sobre la respuesta owvulatoria, la concentracion de P4, Ty E2 vy la
actividad del GCMS, evaluada por la concentracién de monoaminas, y por el

nimero de neuronas marcadas por el TB.
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HIPOTESIS

Si el desarrollo del SOPQ es el resultado de la mayor actividad de las fibras
simpaticas que llegan al ovario, y esta depende del inductor, entonces la
respuesta ovarica entre el modelo del animal inyectado con VE y el sometido a

estrés por frio sera diferente.

OBJETIVO GENERAL

Comparar en la rata los efectos que tiene el tratamiento con VE o la exposicion
a estrés por frio, sobre la respuesta del ovario y del ganglio celiaco mesentérico

superior

OBJETIVOS PARTICULARES

® Comparar los efectos que tiene el tratamiento con VE o la exposicién a
estrés por frio en el desarrollo del SOPQ, sobre el inicio de la pubertad y
el patron del ciclo estral.

8 Analizar los efectos que tiene el tratamiento con VE o la exposicién a
estrés por frio, sobre la respuesta ovulatoria espontanea y la dinamica
del crecimiento folicular.

@ Comparar en los dos modelos de induccion del sindrome, la
concentracién de progesterona, testosterona y estradiol en suero.

€ Analizar los efectos que tiene el tratamiento con VE o la exposicion a
estrés por frio en el desarrollo del SOPQ, sobre la concentracion de
monoaminas y sus metabolitos en el ovario y en el GCMS.

€ Determinar en el GCMS el nimero de neuronas marcadas en los dos

modelos experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CII-ZV, mantenidas en condiciones de
bioterio: iluminacién de 14 h luz por 10 h de oscuridad, temperatura de 22°C *
2°C. Agua y comida disponible todo el tiempo. En todos los casos se siguio lo
establecido por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para el uso de animales
de experimentacion (NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la

produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

El dia de nacimiento se consideré como el dia O de vida, al dia siguiente
las ratas fueron sexadas. En cada caja fueron colocadas 5 hembras y 1 macho,
con el fin de evitar alteraciones en la maduracion del sistema nervioso (Salas y

col., 1991). Los animales fueron destetados a los 24 dias de vida.

Induccién del SOPQ

Cuando los animales cumplieron 10 dias de vida se asignaron al azar en
alguno de los siguientes grupos experimentales, cada uno de ellos consistié de
10 animales.

Ratas tratadas con valerato de estradiol

A estos animales se les administré 2 mg de VE (Sigma Chemical Co., St. Louis
Mo. USA) (Brawer y col., 1978) disuelto en 0.1mL de aceite de maiz (vehiculo)
via intraperitoneal (i.p). A partir de la administracién del farmaco se monitore6

el dia en que se produjo la canalizacién de la vagina y se inicio la toma diaria
de frotis vaginal.

Ratas tratadas con vehiculo

Estas ratas fueron inyectadas i.p con 0.1 mL de Vh, esto para descartar
posibles alteraciones provocadas por el vehiculo en las funciones ovaricas y en

la concentracion de monoaminas y sus metabolitos.
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Ratas sometidas a estrés por frio

Para este tratamiento se utilizaron ratas en etapa juvenil de 24 dias de edad,
las cuales se mantuvieron 3 horas diarias de lunes a viernes en un horario de 8
a 11 am en un cuarto frio a temperatura constante de 4°C, por un lapso de 8
semanas hasta el momento del sacrificio. Estas son las condiciones que se

reportan para inducir el SOPQ (Bernuci y col., 2008).
Ratas sin tratamiento

Se utiliz6 un Udltimo grupo como testigo absoluto, al cual no se le dispuso

ningun tipo de tratamiento.

Monitoreo del ciclo estral

Posterior a la edad en que las ratas canalizaron vagina se hizo el seguimiento
de su ciclo estral mediante un frotis vaginal durante 2 ciclos completos. El frotis

se reanud6 dos semanas antes de que fueran sacrificadas.

Inyeccién de True Blue

Para analizar el nUmero de neuronas activas en el GCMS, se utilizaron otros
grupos de animales inyectados con VE o expuestos al estrés por frio, con sus
respectivos grupos testigo. Cuando los animales alcanzaron la edad de 76 dias
de vida, se les realizd una incision i.p por donde se expuso el ovario izquierdo o
derecho y se inyectd en la bursa 3 pL de True Blue (TB) (Sigma, St. Louis
Missouri, USA) disuelto en agua destilada. Se esper6 5 minutos para
reintroducir el ovario a la cavidad abdominal, esto para evitar que el TB se
disperse por todo el organismo. Todos los animales con TB fueron puestos en
una camara de luz fluorescente para confirmar que el trazador no se salié de la
bursa, tal y como ya se ha reportado (Moran y col., 2008). Los animales que

presentaron fluorescencia fuera del ovario se descartaron para este estudio.

Autopsia

Todos los grupos experimentales fueron sacrificados aproximadamente a los
80 dias de edad en el dia del estro, entre las 12:00 y 13:00 del dia. En los
grupos donde se realizd la inyeccién del trazador retrogrado en la bursa
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ovarica, la autopsia se realizd por perfusion. En el resto de los grupos

experimentales se realizd por decapitacion.
Autopsia por decapitacion

Se colect6 la sangre en un tubo de ensaye. Se extrajeron el GCMS, los ovarios,
el Utero y las adrenales. Todos los 6rganos fueron pesados en una balanza
analitica con una sensibilidad de 0.01 mg. El GCMS y los ovarios de 5 ratas se
guardaron en un ultracongelador a -70°C para posteriormente cuantificar por
HPLC la concentracion de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos. Los ovarios de

otras tres ratas por grupo se utilizaron para el analisis morfométrico.
Autopsia por perfusion

Los animales a los que se les inyectd en bursa el TB fueron anestesiados con
una inyeccion i.p. de 40 mg/kg de pentobarbital sédico, fueron perfundidos via
intracardiaca con 250 mL de solucion salina al 0.9% fria, posteriormente se
inyectaron 250 mL de paraformaldehido al 4%. Después de la perfusion se
extrajeron el GCMS vy los ovarios. Se colocaron en solucion fijadora por
aproximadamente 18 horas, posteriormente se colocaron en un medio
crioprotector de sacarosa al 10, 20 y 30% sucesivamente. Posteriormente se
realizaron cortes seriados de 20 um de ganglio y de ovario, esto con ayuda de
un criostato a temperatura de -20 °C. Todos los cortes fueron analizados con
ayuda de un microscopio de fluorescencia, identificando el nUmero de células
positivas a TB. Se obtuvieron imagenes con ayuda de una camara digital
(Optronics 603000, USA) y fueron analizadas con el software KS-300 Imaging
System 3.0 (Carl ZeissVisionGmbH, Germany).

Cuantificacién de ovocitos liberados

Los oviductos se separaron de los ovarios y con ayuda de un microscopio
estereoscopico, se observé y cuantifico el nimero de ovocitos liberados, por

cada ovario.

Valoracién de la dinamica folicular

Al momento de la autopsia los ovarios fueron fijados en solucién de Bouin por

24 horas, se deshidrataron en alcohol al 70 y 96%, se incluyeron en parafina.
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Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de manera seriada a 10 um de

grosor y fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina.

Para la determinacion del diametro folicular, se midié con ayuda de un
ocular micrométrico (de 1/100 divisiones) el diametro mayor (Di) y el
perpendicular a éste (D3), que corresponden a la distancia de membrana basal
a membrana basal. El didmetro promedio (Dp) se determind solo en foliculos
gue presentaron nucleo y nucléolo bien definidos y se calculdé con la relacion:
Dp= (D1 + Dy)/2.

La dinamica folicular se evalu6 mediante la proporcién de foliculos sanos
y atrésicos. Se consideraron foliculos atrésicos aquellos que presentaron al
menos una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear de células de la
granulosa, descamacion de éstas en la cavidad antral y engrosamiento de la

capa de células de la teca.

Cuantificaciéon de monoaminas y su metabolito en GCMS y Ovario

La concentracion de monoaminas y sus metabolitos, se cuantifico en el ganglio
y en los ovarios de los animales de los diferentes grupos experimentales, por la
técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), tal y como se ha
realizado en nuestro laboratorio (Morales y col., 2010). Los ganglios y ovarios
se homogeneizaron en 500 uL de acido perclérico (HCLO,4) al 0.1 N, fueron
centrifugados a 12,500 rpm, a 4°C durante 30 minutos; el sobrenadante fue
filtrado a través de filtros de celulosa regenerada de tamafio de poro 0.2 um; se

inyectd 20 uL del filtrado al sistema de cromatografia.

El equipo de HPLC se compone de una bomba isocréatica (modelo L-250,
Perkin Elmer), una valvula de inyeccién (Reodine modelo 7125 con capacidad
de 20 pL), una precolumna de silica (3.5 cm x 4.6 mm) y una columna C18 de
fase reversa (25 cm x4.6 mm) conectada a un detector electroquimico
amperométrico LC-4C (BionaticalSystem Inc. USA) acoplado a un inyector
Nelson 1020 (Perkin Elmer). La concentracibn de monoaminas y Ssus

metabolitos fueron expresados en pg/mg de ganglio o de ovario.
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El equipo de HPLC identifica automaticamente el neurotransmisor, en
este caso NA, DA, 5-HT y sus metabolitos, se compara el tiempo de retenciéon
de un estdndar y realiza el célculo de su concentracibn mediante la
comparacion del area bajo la curva de las muestras problema, con el area del

estandar del neurotransmisor.

Cuantificacion de hormonas esteroides en suero

Las concentraciones plasmaticas de P4, T y E», fueron cuantificadas por la
técnica de radioinmunoandlisis (RIA) de fase soélida, mediante reactivos

comerciales Coat-A-Count (DiagnosticProducts, Los Angeles, CA, USA).

En tubos de polipropileno que ya contienen el anticuerpo especffico: anti-
progesterona-l o anti-estradiol-l se adicion6 100 pL de la muestra
problema, en el caso de los tubos que contuvieron anti-testosterona-l se
adiciono 50 uL de la muestra. En todos los casos, se adicionaron 1 mL de la
hormona marcada con I'*. Para facilitar la reaccién, la mezcla se agité en un
vortex durante un minuto y se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente.
Luego se decantaron las muestras, se removieron el exceso de liquido y se
determind la concentracién de hormona en la muestra problema con la ayuda
de un contador de rayos gamma (modelo Cobra 5005, Packard ™), en funcién
de las cuentas por minuto y una curva de calibracién. La concentracién de P4

se expreso en ng/mL, mientras que la T y E» en pg/mL en suero.

La cuantificacion hormonal se realiz6 en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del Departamento de Biologia de La Reproduccion del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran®

Andlisis estadistico

Los resultados del peso corporal, el peso de los 6rganos y el contenido de
monoaminas y sus metabolitos en GCMS y ovario, se analizaron por la prueba
de Andlisis de Varianza Multifactorial (ANOVA) seguida de la prueba de Tukey-
Kramer.

Para hacer la comparacion de dos grupos se Uutilizd la prueba “‘t” de
Student.
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La edad de apertura vaginal y el nimero de ovocitos liberados fueron
analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de

Mann-Whitney.

La tasa de animales owulantes se analizd por la prueba de Ji. Se
consideraron significativas las diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a
0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la administracion de VE o la exposicion a estrés por frio sobre la
actividad ovarica y del GCMS.

Apertura vaginal y primer estro vaginal

En los animales tratados con VE se observd un adelanto en la edad de apertura
vaginal y un retraso en la presencia del primer estro. Mientras que en los animales
expuestos a estrés por frio no se modificé el inicio de la pubertad, con respecto a

Su grupo control (Tabla 1).

Edad de Primer estro
apertura vaginal |  vaginal *
(Dias)
Vh 373+11 15+1.2
VE 19.7 + 0.6* 11.1+2.8*
TA 415+0.9 2.8+1.4
Estrés 40.1+0.6 2.1+1.0

'Dias transcurridos entre la apertura vaginal y la presencia del primer estro vaginal
*p< 0.05 vs. Vh (prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de U de Mann-Whitney).

Tabla 1. Media + e.e.m de la edad de la apertura vaginal (dias) y del primer estro vaginal
de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE), o0 expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8
semanas.
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Ciclo estral

La administracion del vehiculo no modificé el patrén del ciclo estral, comparado
con el grupo de animales testigo absoluto (datos no mostrados). En las hembras
tratadas con VE se observd alteracion en el ciclo estral, donde predominé la
presencia de diestro con algunos estros, mientras que los animales sometidos a
estrés por frio se observo la presencia de dos dias seguidos en proestro (Figura
7).

Figura 7. Patron representativo del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o
expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales
fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Tasa de Animales Ovulantes

La tasa de animales ovulantes disminuyo de manera significativa en los animales
tratados con VE con respecto a su grupo control, mientras que los animales

expuestos a estrés por frio no presentan cambios en este parametro (Tabla 2).

TASA DE ANIMALES OVULANTES
Ovario Ambos
Izquierdo | Derecho Ovarios
Vh 11/12 10/12 12/12
VE 1/10e 2/10e 2/10e
TA 719 9/9 9/9
Estrés 6/10 8/10 9/10

*p<0.05 vs. Vh (prueba de Fisher).

Tabla 2. Proporcion de animales ovulantes por el ovario izquierdo, el ovario derecho
0 ambos ovarios de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad
con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés
por frio, durante 8 semanas. Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80

dias de edad al presentar un estro vaginal.
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Numero de ovocitos liberados

Soélo dos de las hembras inyectadas con VE ovularon con un nimero de ovocitos

alto por parte del ovario derecho. En los animales sometidos a estrés no se

observaron modificaciones en la liberacion de los ovocitos liberados con respecto

al grupo TA (Tabla 3).

NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

Ovario Ambos
Izquierdo | Derecho Ovarios
Vh 5.1+0.7 4.8+0.6 8.7+0.9
VE 4) (10, 9)
TA 6.3+0.8 5.7+0.8 10.6+1.5
Estrés 5.0+0.8 5.1+0.8 7.9+1.0

Los numeros entre paréntesis indican el nUmero de ovocitos liberados por el ovario de los animales
owlantes

Tabla 3. Media + e.e.m. del nUmero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo, el
ovario derecho o por ambos ovarios de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a
los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), 0 expuestos a los 24
dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales fueron sacrificados
alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Numero de foliculos en desarrollo

En las hembras inyectadas con VE el niumero de foliculos totales y sanos fue
menor que en los animales con Vh, mientras que la atresia aumentd. Los animales
sometidos a estrés por frio presentaron menor nimero de foliculos sanos y mayor
numero de foliculos atrésicos con respecto al grupo TA. Entre los dos modelos de
induccién del sindrome se observa que la cantidad de foliculos sanos es mayor en
los animales sometidos a estrés por frio y el numero de foliculos con atresia es
mayor en las hembras con VE. El nimero total de foliculos no fue diferente entre

los dos modelos (Tabla 4).

NUMERO DE FOLICULOS
Totales Sanos Atrésicos
Vh 250.0 + 14.5 2395 + 14.2 105+ 1.0
VE 157.3 +14.1% 10.5 +6.7% 146.8 + 14.4%
TA 162.0 + 25.2 153.0 + 25.3 9.0+0.4
Estrés 136.0 £ 11.2 67.3 £12.2¢% 68.3 + 8.3¢%

& p< 0.05 vs. Vh (prueba de ‘t”de Student); ¢ p< 0.05 vs. TA (prueba de ‘t” de Student); * p< 0.05
vs. VE (prueba de ‘t” de Student)

Tabla 4. Media + e.e.m. del nUmero de foliculos totales, sanos y atrésicos de animales
inyectados a los 10 dias de edad con valerato de estradiol (VE), 0 expuestos a los 24 dias
de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales fueron sacrificados
alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Numero de foliculos sanos

En los animales inyectados con VE el nimero de foliculos sanos pequefios y
medianos disminuyd con respecto al grupo con Vh, mientras que el nimero de
foliculos preovulatorios no se modificd. En los animales sometidos a estrés por frio
el niumero de foliculos pequefios, medianos y preovulatorios fue menor con
respecto a su grupo control. EI nimero de foliculos pequefios fue menor en los
animales inyectados con VE que en las hembras expuestas a estrés por frio,
mientras que el numero de foliculos medianos y preovulatorios no se modifico

entre ambos grupos (Tabla 5).

NUMERO DE FOLICULOS SANOS
Pequefios | Medianos | Preovulatorios
< 350 351-499 2500
Vh 230.8 +14.1 7.25+1.7 15+0.6
VE 9.8 +6.3% 0.3 +0.34 05+0.3
TA 141.3 +25.1 8.5+1.0 33+05
Estrés | 65.2 +12.2%¢ 1.8+0.7¢ 0.3+0.2¢

& p< 0.05 vs. Vh (prueba de ‘t”de Student); ¢ p< 0.05 vs. TA (prueba de ‘t” de Student); * p< 0.05
vs. VE (prueba de ‘t” de Student)

Tabla 5. Media + e.e.m del numero de foliculos sanos pequefios, medianos y
preovulatorios de animales inyectados a los 10 dias de edad con valerato de estradiol
(VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los
animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro
vaginal.
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Nudmero de foliculos atrésicos

En los animales inyectados con VE el numero de foliculos pequefios y medianos
fue mayor que el grupo tratado con Vh. En los animales sometidos a estrés por frio
el numero de foliculos pequefos atrésicos fue mayor que en los ovarios de las
ratas TA. Al comparar los dos modelos, se observa que en los animales
inyectados con VE el numero de foliculos pequefios es mayor que en las hembras
estresadas por frio. El nimero de foliculos medianos y preovulatorios atrésicos no

fue diferente entre ambos modelos (Tabla 6).

NUMERO DE FOLICULOS ATRESICOS
Pequefios Medianos | Preovulatorios
< 350 351-499 2500
Vh 9.3+0.5 1.0+0.6 0.3+0.3
VE 1425 + 14.0% 4.0 £0.9 0.3+0.3
TA 6.0+1.1 28 +0.6 0.3+0.3
Estrés 64.3+7.8%¢ 3.8+0.6 0.2+0.2

& p< 0.05 vs. Vh (prueba de ‘t”de Student); ¢ p< 0.05 vs. TA (prueba de ‘t” de Student); * p< 0.05
vs. VE (prueba de ‘t” de Student)

Tabla 6. Media £ e.e.m. del niumero de foliculos atrésicos pequefios, medianos y
preovulatorios de animales inyectados a los 10 dias de edad con valerato de estradiol
(VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los
animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro
vaginal.
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Peso relativo de los ovarios

El peso corporal de todos los grupos experimentales no se modifico, por lo que se

decidioé reportar los pesos de los 6rganos como peso relativo.

En los animales tratados con VE el peso del ovario izquierdo y derecho fue
estadisticamente menor respecto al grupo con Vh, lo que se reflejo en la masa
ovarica. La exposicion a estrés por frio no modificé el peso de los ovarios con
respecto a su grupo control. El peso del ovario izquierdo de animales expuestos al

estrés por frio fue mayor que en los animales inyectados con VE (Tabla 7).

PESO RELATIVO DE LOS OVARIOS
Ovario Masa
n PC Ovaérica
lzquierdo | Derecho

Vh 12 | 2322 +50 | 126+0.6 13.3+06 | 26.0+1.0
VE 10 | 2239+46 | 109+0.6¢ | 11.6+0.8* | 225+ 1.2¢
TA 9 (2247 +55| 143+1.0 122+08 | 269+1.1
Estrés |10 | 2136 +5.9 | 135+06# | 13.1+04 | 266 +0.6

4p<0.05 vs. Vh; #p<0.05 vs. VE (prueba de ‘t” de Student).

Tabla 7. Media £ e.e.m. del peso corporal (PC) y el peso relativo (mg/100 g p. c.) del
ovario izquierdo, ovario derecho y masa ovérica de animales testigo absoluto (TA) o
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o
expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales
fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Peso relativo de Utero y adrenales

La administracion del VE o el estrés inducido por frio, no modifico el peso del Utero

ni de las adrenales con respecto a sus grupos control (Tabla 8).

PESO RELATIVOS DE LOS ORGANOS
Adrenal Masa
n Utero | Izquierda | Derecha adrenal
Vh 12 | 128.0+3.8| 10.2+0.8 10.2+04 195+1.1
VE 10 | 1278 +6.2| 10.3+05 10.0 + 0.4 20.2 +0.8
TA 9 |1383+7.7| 105+0.2 9.9+0.3 204 +0.4
Estrés 10 | 1359+3.3| 114 +1.0 10.8+0.4 211 +1.7

Tabla 8. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100 g p.c.) del Gtero, adrenal izquierda,
adrenal derechay masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10

dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de
edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales fueron sacrificados

alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Concentracion de Progesterona en suero

En los animales tratados con VE o sometidos a estrés por frio no se modifico la
concentracion plasmética de P4, respecto a sus grupos testigo. Al hacer la
comparacion entre los dos modelos de induccién del sindrome del ovario
poliquistico, se observd que la concentracion de P, es menor en los animales

sometidos a estrés (Figura 8).

Figura 8. Media + e.e.m. de la concentracién de Progesterona en suero de animales
testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas.
Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un
estro vaginal.

Progesterona en suero
20 A

15 A1

TA ESTRES

& p<0.05 vs. VE (prueba de “t” de Student).
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Concentracion de Testosterona en suero

En los animales tratados con VE incrementd la concentracion de T, respecto al
grupo con Vh. En las hembras sometidas a estrés por frio, no se modifico la
concentracion de la hormona. Entre el grupo con VE y el de estrés, la

concentracion de la hormona fue semejante (Figura 9).

Figura 9. Media + e.e.m. de la concentracion de Testosterona en suero de animales
testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (\Vh) o valerato de
estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas.
Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un
estro vaginal.

Testosteronaensuero

TA ESTRES

4 p<0.05 vs. Vh (prueba de “t” deStudent).
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Concentracion de Estradiol en suero

Elaumento en la concentracion de la hormona en los animales inyectados con VE
no fue estadisticamente significativo, respecto a su grupo testigo. La exposicién al
estrés por frio disminuyo significativamente la concentracion de E, con respecto al
grupo TA (Figura 10). Al comparar los dos modelos de induccion del SOPQ se

observo que la concentracion de E, es menor en los animales con estrés por frio.

Figura 10. Media + e.e.m. de la concentraciéon de Estradiol en suero de animales testigo
absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (VVh) o valerato de estradiol
(VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los
animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro
vaginal.
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Concentracion de Noradrenalina en el Ganglio Celiaco Mesentérico Superior

En los animales tratados con VE la concentracion de NA en GCMS fue mayor,
respecto a su grupo testigo. La concentracién del neurotransmisor no se modificd
en los animales sometidos a estrés por frio con respecto a su grupo control. La
comparacion entre los dos modelos mostré que la concentracion de la amina es
similar (Figura 11). La sensibilidad del método no permitié cuantificar la

concentracion del metabolito de NA.

Figura 11. Media + e.e.m. de la concentracion de Noradrenalina (NA) en ganglio
celiaco mesentérico superior (GCMS) de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a
los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o expuestos a los 24
dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales fueron sacrificados
alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Concentracion de DA y DOPAC en el Ganglio Celiaco Mesentérico Superior

La administracion de VE o el estrés inducido por la exposicion al frio no modifico la

concentracion de DA en el GCMS. En el grupo con VE incrementd la

concentracion del metabolito y la actividad de las neuronas respectos al grupo con
Vh (Figura 13).

Figura 13. Media = e.e.m. de la concentracion de DA, DOPAC vy la relacion del metabolito
entre su neurotransmisor en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) de
animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8
semanas. Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al
presentar un estro vaginal.
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Concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el Ganglio Celiaco Mesentérico Superior

En los animales inyectados con VE, la concentracion de 5-HT no mostré cambios
significativos con respecto al grupo vehiculo. En los animales expuestos a estrés
por frio aumentd la concentracion de 5-HT con respecto a su grupo control. Al
hacer la comparacion entre los dos modelos de induccion, las hembras estresadas
presentaron la mayor concentracion de 5-HT. La concentracion de 5-HIAA vy la

relaciéon 5-HT/5-HIAA no se modificé en ningun grupo experimental (Figura 15).

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT, 5-HIAA y la relacion del
metabolito con su neurotransmisor en ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) de
animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8
semanas. Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al
presentar un estro vaginal.
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Concentracion de NA y MHPG en ovario

En los ovarios de las hembras tratadas con VE o expuestas a estrés por frio, la
concentracion de NA no se modifico con respecto a su grupo control. Al comparar
los dos modelos de induccion del SOPQ, se observd que en las hembras
inyectadas con VE presentan mayor concentracién de NA respecto a las hembras
estresadas por frio. La concentracion de MHPG no se modificé por la exposicién a
estrés por frio o por la inyeccién con VE respecto a sus grupos control (Figura 12).
Figura 12. Media + e.e.m. de la concentracién de NA y MHPG en ovario de animales
testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (VVh) o valerato de
estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas.

Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un
estro vaginal.

NA MHPG
o 100 —_ 1200 -
g
g 1000 1 . 900 +
3 .
£ | 600 o
= 500
o 300 o
0 I ° 0 -
Vh VE : Vh VE
o 1500 1 1200 {
g
© 1000 - - 900
)
& 600 -
= 500 -
g 300 -
0 0
TA ESTRES TA ESTRES

* p< 0.05 vs. VE (prueba de “t” de Student)

Maria Isabel Navarrete Morales 58



Concentracion de DA y DOPAC en ovario

El tratamiento con VE o la exposicién a estrés por frio no modificé la concentracién
de DA ni de DOPAC (Figura 14).

Figura 14. Media + e.e.m. de la concentracién de DA y DOPAC en ovario de animales
testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas.
Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un
estro vaginal.
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Concentracion de 5-HT y 5-HIAA en ovario.

En las hembras tratadas con VE o sometidas al estrés por frio, la concentracién de
5-HT en ovario no se modificé respecto a su grupo control, al igual que la

concentracién del metabolito (Figura 16).

Figura 16. Media + e.e.m. de la concentracion de 5-HT y 5-HIAA en ovario de animales
testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (\Vh) o valerato de
estradiol (VE), o expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas.
Todos los animales fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un
estro vaginal.
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Ndmero de neuronas marcadas con True Blue (TB)

En los animales tratados con VE se observa que la cantidad de neuronas
marcadas con TB es mayor con respecto a su grupo control. En los animales

sometidos a estrés por frio éste nUmero es alin mayor en comparacién con los
animales con VE (Figura 17).

Figura 17. Numero de neuronas marcadas con True blue (TB) en ganglio izquierdo
(Gl) o ganglio derecho (GD) cuando se inyecto el trazador en el ovario izquierdo (Ol) o
en el ovario derecho (OD) a los 76 dias de vida de animales testigo absoluto (TA) o
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), o
expuestos a los 24 dias de edad a estrés por frio, durante 8 semanas. Todos los animales
fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad, al presentar un estro vaginal.
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Neuronas del GCMS marcadas con TB

La administracion de VE incrementd la cantidad de neuronas marcadas con el
trazador en comparacion con los animales inyectados con vehiculo. En los
animales sometidos a estrés por frio el nimero de neuronas marcadas con TB fue
mayor que el grupo de animales sin inyeccion. Al hacer la comparacién entre los
dos modelos de induccién de SOPQ se observd que la cantidad de neuronas
marcadas en GCMS fue mayor en las hembras sometidas a estrés por frio que en

las inyectadas con VE.

Microfotografia por fluorescencia de Neuronas marcadas por
el TB en el GCMS

Estrés

Figura 18. En los animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 10 dias de edad con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), 0 expuestos a los 24 dias de edad a estrés por
frio, durante 8 semanas, se inyect6 el TB en el ovario izquierdo (Ol) o en el ovario
derecho (OD) a los 76 dias de edad. Todos los animales fueron sacrificados alrededor de
los 80 dias de edad al presentar un estro vaginal.
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DISCUSION

En la rata con SOPQ, inducido por la administracion de VE, el bloqueo de la
owvulacién se puede explicar por el incremento en la concentracion de NA en
GCMS. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que en las hembras
expuestas al estrés por frio, la respuesta owvulatoria y la concentracion del

neurotransmisor en el ganglio fue similar a la del animal sin la patologia.

La administracion de VE a ratas neonatas (Sotomayor y col., 2008) o
juveniles (Rosa-E-Silva y col.,, 2003) resulta en el adelanto de la edad de
apertura vaginal. Dado que la vida media del VE es de 15 dias, los autores
proponen que la canalizacion de la vagina se produce en respuesta a los
estrogenos que permanecen en el plasma después de la administracion del
farmaco. En el presente estudio, la administracion de VE a los 10 dias de edad
resultd en el adelanto de la pubertad, probablemente en respuesta al
incremento en la concentracion de E», que se produce previo al inicio de la
pubertad. En apoyo a esta idea, se cuenta con el hecho de que en las hembras
tratadas con VE aumenta la concentracion de E, pocas horas antes de la
canalizacion de la vagina (Rosas, 2006). También se propone que la T participa
en los eventos que conllevan a la canalizacion del epitelio vaginal (Becu-
Villalobos, 1990), por lo que no podemos descartar que el adelanto de la

pubertad sea en respuesta al incremento de T inducido por el VE.

Al momento, no contamos con evidencias sobre el efecto de la
exposicion al estrés por frio, sobre los mecanismos que culminan con la
canalizacion de la vagina. En el presente estudio la exposicién al frio se realizd
a partir de los 24 dias de edad, sin que se modificara la edad de apertura
vaginal. Resultados que nos permiten sugerir que ante el frio no se modifico la

concentracion de E; o T, por lo menos hasta antes de iniciar la pubertad.

Se ha reportado que la administracion de VE a ratas prepuberes (Rosa-
E-Silva y col., 2003; Sotomayor y col., 2008; Cruz y col., 2012) o adultas (Barria
y col., 1993) modifica el patron del ciclo estral con periodos de estro constante,
lo cual se ha relacionado con la alta concentracion de E» en plasma, que
mantiene el efecto de feedback negativo (Barria y col., 1993). Se descarta que

la aciclicidad vaginal sea resultado del efecto del farmaco, por su vida media,
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sino mas bien se postula que es el resultado de la alteracion del eje
hipotalamo-hipofisis-gonada (Rosa-E-Silva y col., 2003). En el presente
estudio, el VE provoco la pérdida del ciclo estral, caracterizado por diestro
persistente, lo cual podria deberse al incremento en la concentracion de T. En
apoyo a esta interpretacion, tenemos el hecho de que la administracion de DHT
(un androgeno no aromatizable) o letrozol (inhibidor de las aromatasas)
modifica el ciclo estral, caracterizado por la presencia de diestros constantes
(Manneras y col., 2007). Mientras que la inyeccion de un andrégeno
aromatizable, como es el propionato de testosterona (PT), induce el estro

persistente (Diaz, 2010).

En el presente estudio, los animales expuestos a estrés por frio
presentaron modificaciones en su ciclo estral, caracterizados por la presencia
de dos proestros continuos. En mujeres sometidas a un alto estrés psicosocial
se produce alteraciones en la funcion ovarica en respuesta a la alteracion del
eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenal (Kalantaridou y col., 2004). Evidencia que
podria ayudar a explicar la pérdida del ciclo estral, en animales sometidos a

estrés por frio.

En células de la teca se encuentra la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y su receptor, la unién del ligando al receptor resulta en
una menor actividad esteroidogénica del ovario, por lo que es posible que el
ciclo estral de los animales sometidos a estrés por frio se haya modificado por

el exceso de CRH (Kalantaridou y col., 2004).

La owulacion depende de la integracion de sefales neurales y
enddcrinas provenientes del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario. La administracién
de VE en la rata prepuber o adulta bloquea la ovulacion (Brawer y col., 1986;
Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col., 2010). Resultados similares fueron
observados en el presente estudio. Se ha propuesto que la falta de ovulacién
es el resultado de la disminucién en la concentracion de LH (Brawer y col.,
1986). Sin embargo, resultados previos de nuestro laboratorio muestran que no
depende de las concentraciones plasmaticas de las gonadotropinas, ya que
tanto la concentracion de FSH como de LH son similares al grupo control
(Morales vy col., 2010).
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Al inyectar por via sistémica el VE se produce en el ovario incremento de
la concentracion del factor de crecimiento neural y de su receptor de baja
afinidad. La unién del ligando a su receptor activa una cascada de sefializacion
que viaja a través de las fibras nerviosas que inervan el ovario y llega al GCMS,
donde estimula la secreciéon de TH, provocando asi, el aumento en la
secrecion de NA, la cual viaja por el NOS hasta el ovario. Se postula que este
mecanismo se produce previo a la formacion de quistes ovaricos y por ende el
blogueo de la owvulacion (Lara y col., 2000). En el presente estudio se observo
que la administracion de VE resulta en el incremento de la concentracion de NA
en el GCMS, con lo que apoyamos la idea de que la falta de ovulaciéon sea el

resultado de la hiperactividad de las fibras simpaticas.

En la rata infantil sometida a estrés por frio no se modifico el nimero de
animales que owularon ni el nimero de ovocitos liberados por ambos ovarios.
Esta respuesta difiere a la reportada por el grupo de Bernuci (2008), quienes
sefialan que en la rata adulta sometida a estrés por frio durante 8 semanas
disminuye el numero de ovocitos liberados. La discrepancia de los resultados

podria estar dada por la edad del animal en la que inici6 el estrés.

Es posible que en los animales expuestos al frio, la respuesta ovulatoria
dependa ademas, del periodo al que son expuestas. Cuando la rata adulta es
expuesta por 3 semanas al frio ovulan el 28% de ellas, mientras que si se
extiende el periodo a 11 semanas lo hace el 45%, aunque no se reporto si los

animales que owvulan lo hacen con una cuota normal (Paredesy col., 1998).

La administracion de VE induce disminuciéon en la masa ovarica, que se
refleja por un menor crecimiento de los foliculos y por la ausencia de cuerpos
lteos (Lara y col., 1993), presumiblemente como consecuencia de la
disminucion en la concentracion de gonadotropinas (Brawer y col., 1986). En el
presente estudio observamos disminucion de la masa ovarica, sin embargo, por
resultados previos no podemos explicar éste cambio por alteraciones en la
concentracién de las gonadotropinas (Morales y col., 2010). Dado que los
ovarios de nuestros animales carecen de cuerpos lGteos, y presentan un menor
nimero de foliculos, es posible que la disminucién del peso ovarico se deba en

parte a la modificacion de estos compartimientos del ovario.
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Dado que se ha sugerido que el SOPQ resulta de una mayor actividad
de las fibras simpéticas que llegan al ovario por el NOS, es posible que la
hiperactividad de éstas fibras resulten en la disminucion del compartimiento
folicular. En apoyo a esta idea tenemos el hecho que la denervacion
farmacolégica con guanetidina resulta en la disminucién del total de foliculos
(Lara y col.,, 1990). De igual manera, en la rata prepuber, la eliminacion del
NOS trae aparejado cambios en la dinamica del crecimiento folicular (Moran y
col., 2000).

En las ratas sometidas a estrés por frio disminuyd el nimero de foliculos
totales por ambos ovarios, sin embargo, no se modifico el peso de las gbnadas.
Este resultado es similar a lo reportado en ratas adultas sometidas a estrés por
frio por un periodo de 3 u 11 semanas donde el peso de los ovarios tampoco

se modifica (Paredes y col, 1998).

En el presente estudio, la administracion de VE no modificé el peso del
Gtero ni de las adrenales. El grupo de Sotomayor en el 2008 mostré que
después de la administraciéon de VE a ratas neonatas aumenta el peso del
Gtero por una mayor incidencia de Uteros balonados. Los autores no reportan si
incrementa el peso de las adrenales, pero si que se produce mayor actividad
de las catecolaminas de origen adrenal. El hecho de que en nuestros animales
no se hayan observado cambios en el peso del Utero y adrenales podria
deberse a que la administracion del VE se realizd en la etapa infantil, mientras

que el de Sotomayor se efectuo en la etapa neonata.

Diferentes tipos de estresores afectan de manera directa la actividad
nerviosa, y al eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal, estimulando la secrecion de A,
NA y de la ACTH. La exposicion a estrés por frio por un periodo largo resulta
en la adaptacién del animal al factor estresante, tal y como lo demuestra el
grupo de Paredes, quienes colocaron ratas adultas por 3 u 1l semanas al frio,
y observaron que a las 3 semanas aumenta el peso y actividad de las
adrenales, efecto que desaparece a las 11 semanas (Paredes y col, 1998). En
nuestros animales sometidos a estrés por frio, no se observaron modificaciones

en el peso de las adrenales ni del Utero. Estos resultados podrian indicar que
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después de 8 semanas de estrés los animales llegan a un periodo de

adaptacion.

La respuesta esteroidogénica del ovario a la administracién subcutanea
de VE depende de la etapa de desarrollo del animal. Cuando se inyecta a
ratas de 1 6 7 dias de vida, la concentracion de P4 disminuye al alcanzar la
etapa adulta (Sotomayor y col., 2008; Cruz y col.,, 2012), mientras que Si se
inyecta el farmaco a los 14, 21 6 30 de vida, la concentracién de P4 no se
modifica (Cruz y col., 2012); resultados que llevan a sugerir que existe un
periodo critico a la respuesta ovarica. En el presente estudio observamos que
la inyeccion del VE a los 10 dias de edad resulta en el incremento de la
concentracion de P4, que no llegé a ser significativo, tal y como lo mostramos
previamente (Morales y col., 2010).

Se ha reportado que en la rata, la exposicién a estrés por frio durante
cuatro semanas incrementa la concentracion de P4, y no la modifica si los
animales son expuestos solo por tres semanas (Dorfman y col., 2003). En los
animales con alta concentracion de P4 se observaron foliculos antrales con una
teca hipertrofiada, los autores sugieren que la P4 se pudo originar por este tipo
de foliculos que se luteinizan y no owulan (Dorfman y col., 2003). En nuestros
animales, la exposicion al frio durante ocho semanas tiende a disminuir la
concentracién de P4, aunque no de manera significativa. Al comparar el modelo
del SOPQ inducido por VE o por estrés por frio, con sus respectivos grupos
testigo, los cambios en la concentracion de P4, no son significativos, sin
embargo, es evidente que los mecanismos de regulacién en la secrecion de la
hormona son diferentes, ya que entre los dos modelos, el ovario del animal
expuesto al frio sintetiza menos P, que el de VE. En mujeres que estan
sometidas a un estrés psicosocial incrementa en el ovario la concentracion de
CRH, el cual ejerce un efecto inhibitorio en el proceso esteroidogénico. Esta
evidencia podria ayudar a explicar el hecho de que ante el estrés por frio la

concentracion de P4 haya sido menor (Kalantaridou y col., 2004).

En el animal con SOPQ inducido por la administracién de VE la
secrecion de LH en la hipofisis es mayor, aunado a esto, los foliculos ovaricos

de estos animales estan rodeados por mas capas de células de la teca que los
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foliculos normales (Erickson y Yen, 1984), todo esto conlleva a la produccion
excesiva de andrégenos ovaricos (Rebar y col., 1976). En el presente estudio
se encontré6 que el 94% de los foliculos de los animales inyectados con VE
tenian algun grado de atresia y que el 23% de estos foliculos atrésicos tenian
hipertrofia en células de la teca, por lo que es posible que el aumento de T sea

debido a la sobreproduccién por parte de estas células.

En la rata adulta expuesta al frio durante 8 semanas incrementa la
concentracién de T (Bernuci y col., 2008), y se mantiene hasta las 11 semanas
si el animal ademas de estar expuesto al frio se le somete a la restriccion de
movimiento (Paredes y col., 1998). Por el contrario, se ha reportado que si el
estrés por frio es por 4 semanas, la concentracion de androstenediona
disminuye (Dorfman y col., 2003). Estos resultados apuntan a que la respuesta
del animal al frio va a depender del tiempo al que es expuesto. En el presente
estudio se observd que en los animales sometidos a estrés por frio no se
modifico la concentracién de T. Resultados que nos llevan a sugerir que dado a
gue no se observo la presencia de quistes foliculares, que se caracterizan por

tener la teca hipertrofiada, la secrecién de T fue normal.

En la rata prepuber o adulta la administracion de VE induce aumento en
la concentracién de E, (Barria y col., 1993; Cruz y col., 2012). Los autores
proponen que estos estrdgenos son los responsables de establecer por un
tiempo prolongado el feedback negativo que induce la alteracion en la
secrecion de gonadotropinas (Barria y col., 1993). En el presente estudio la
concentracion de E, no se modific, resultado similar a lo previamente
reportado por nuestro grupo (Morales y col., 2010). En los animales con VE la
secrecion de E; es modulada por la informacién que lleva el NOS, esto se
sustenta en el hecho de que en hembras con ovario poliquistico sometidas a la
seccion bilateral del NOS, disminuye la concentracion de E;, por debajo de lo

gue se registra en un animal intacto sin la patologia (Morales vy col., 2010).

En el presente estudio se observd que la exposicién al frio disminuyé la
concentracién de E,, posiblemente como resultado de un menor nimero de
foliculos medianos, aunque no se puede descartar que en estos animales haya

disminuido la actividad de las aromatasas, encargadas de transformar T a E».
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Si bien la concentracién de E; en el animal inyectado con VE es similar a
la de su grupo control, es posible que la falta de owvulacién se deba a que la
concentracién de E, se mantuvo constante y no se dio la caida brusca que se
requiere para estimular la liberacion de gonadotropinas, mientras que los
animales expuestos a estrés por frio presentan menor concentracion de E, que

los animales con VE, lo que podria explicar por qué estos animales si ovulan.

La administracion de VE induce en el ovario aumento en la
concentracién de NA (Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Sotomayor y
col., 2008; Morales y col., 2010; Cruz y col., 2012) en respuesta al incremento
del NGF (Lara y col., 2000). En el presente estudio, en los animales inyectados
con VE se observé incremento en la concentracion de NA en el GCMS y en los
ovarios, aunque en éstos Ultimos no llegd a ser estadisticamente significativo
respecto al grupo control. Esto nos lleva a la necesidad de volver a medir la
amina en los animales inyectados con aceite de maiz, ya que en esta ocasion
reportamos una concentracion mucho mas alta que en trabajos anteriores
(Morales y col., 2010; Linares, 2013). El grupo de Sotomayor (2008) mostrd
gue el efecto del VE es preferencial sobre las fibras del ovario y no sobre el
sistema simpéatico central. Esto a partir del hecho de que en la rata neonata la
administracion del farmaco no modifica la concentracion de NA en el GCMS e
incrementa en el ovario. Sin embargo, el mismo grupo de trabajo afios mas
tarde sefiala que después de la inyeccion de VE se produce aumento en la
concentracion de NA en el nicleo ventromedial (Sotomayor y col., 2011). Con
estas evidencias, no descartamos que en nuestros animales el VE haya tenido

una accién sobre el ovario y el sistema nervioso central.

El grupo de Paredes (1998) mostré que en ratas adultas después de 3
semanas de exposicion al frio aunado a la restriccion del movimiento, produce
incremento en la concentracion de NA en ganglio celiaco, y es hasta después
de 11 semanas de estar sometidas al estrés que se registra el incremento de la
amina en el ovario y en el ganglio. Los autores plantean que el aumento de la
amina puede ser el resultado de una mayor actividad del sistema simpatico,
inducido por el frio, sin embargo, no descartan que el incremento de NA en el
ovario se deba a la accion de LH y PRL, dos hormonas que experimentan

cambios en situaciones de estrés, o bien que se haya dado como consecuencia
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del aumento en la concentracion de la amina en ganglio celiaco (Paredes y col.,
1998). En el presente estudio no observamos cambios en la concentracion de
NA en el GCMS ni en ovario. Resultados que nos hacen pensar que el haber
iniciado la exposicion al frio en la etapa juvenil, permite que el animal
experimente mas facilmente la adaptacion al estrés que cuando se inicia en la

etapa adulta, tal y como lo realizé el grupo de Paredes (1998).

El ovario recibe fibras nerviosas que transportan noradrenalina (Lara y
col.,, 2002), aunque también se ha detectado la presencia de A y DA pero en
menor concentracion (Greiner y col.,, 2005). La concentracién de DA en el
ovario varia dependiendo de la especie, por ejemplo, en el ovario de la mujer la
concentracion del neurotransmisor es mayor que en el de la rata (Lara y col.,
2001). Al momento, no contamos con reportes que indiquen que el VE
provoque cambios en la sintesis de DA ovarica, mientras si lo hace con la NA.
En el presente estudio, la concentraciéon de DA en el ovario y en el GCMS no
se modificé por la inyeccion con VE, mientras que la concentracion en el
ganglio de DOPAC vy la relacion metabolito/neurotransmisor aumenté. Este
hecho podria indicar qgue en GCMS hay mayor degradacion del
neurotransmisor y de la actividad de las neuronas. Dado que la informacion que
se genera en el GCMS es llevada hacia el ovario, y que las células de la
granulosa presentan receptores D;-dopaminérgicos (Araya y col., 2004; Greiner
y col, 2005), es evidente que se requieren estudios que analicen la
participacién de este sistema en las funciones ovaricas en diversos modelos

experimentales, entre ellos el del SOPQ.

Hasta el momento, no se cuenta con evidencia de que la secrecion de
DA o de DOPAC se modifiqgue en animales sometidos a estrés por frio. En el
presente estudio, las ratas sometidas a estrés por frio no presentaron
modificaciones en la concentracion de DA ni de su metabolito, probablemente,

este factor estresante no es capaz de alterar la secrecion del neurotransmisor.

La administracién de VE a ratas neonatas aumenta la concentracion de
5-HT en el nacleo arcuato del hipotdlamo ventromedial (VMH-AN, por sus
siglas en inglés), los autores explican que este aumento podria ser el resultado

de la accion del VE sobre la diferenciacion hipotalamica, por lo que se
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producen cambios permanentes en la actividad de las neuronas, lo que
modifica la sintesis y liberacion de 5-HT (Sotomayor-Zarate y col., 2011). El
grupo de Dominguez (2003) encontré6 que la administracion de benzoato de
estradiol a ratas neonatas aumenta la concentracion de 5-HT en la corteza
prefrontal, mientras que si es administrado PT la concentracion del
neurotransmisor no se modifica (Dominguez y col., 2003). En el presente
trabajo, la administracion de VE a ratas infantiles no modificé la concentracion
de 5-HT en GCMS ni en ovario. Estos resultados nos hacen pensar que los
efectos dependen por un lado, de la naturaleza del farmaco inyectado, y por

otro, de la edad en la que se administra.

El efecto del estrés cronico en las funciones del animal depende del tipo
de estresor utilizado, de la magnitud y duracion del estrés. La activacion del eje
hipotadlamo-hipodfisis-adrenal durante un evento estresante prepara al
organismo para una adecuada respuesta de sobrevivencia (Cruz-Morales y
col,, 2012). Al someter ratas hembras adultas a restriccion de movimiento
durante 180 minutos, se observa que la concentracion de 5-HT disminuye con
respecto su grupo control, mientras que la concentracion de NA aumenta, los
autores explican que este resultado es debido a que el sistema noradrenérgico
es mas sensible al estrés que el sistema serotoninérgico en el corteza
prefrontal (Cruz-Morales y col., 2012). En el presente estudio la concentracion
de 5-HT en GCMS de ratas sometidas a estrés por frio fue mayor que en los
animales testigo absoluto, y aln es mas alta que los animales inyectados con
VE. Hasta el momento, no se ha relacionado al sistema serotoninérgico con el
desarrollo del SOPQ. Si bien, en nuestro modelo experimental no se mostraron
todas las caracteristicas que definen al sindrome, si fue evidente que se
produce hiperactivaciéon de este sistema de neurotransmision, por lo que se
requiere de mas estudios que ayuden a explicar la participacion que tiene 5-HT
en el SOPQ.

En la hembra tratada con VE, la administracion en la bursa ovarica de
TB, un marcador retrogrado, resultd en una gran actividad neural a nivel del
GCMS, la cual es aun mas marcada cuando los animales fueron expuestos al
estrés por frio. Se ha mostrado que el ovario recibe informacion neural del
GCMS a través del NOS (Moran y col., 2008). Con los resultados obtenidos no
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podemos indicar la naturaleza de las neuronas, por lo que es importante
realizar estudios de inmuhistofluorescencia que permitan determinar el tipo de
neuronas que se activan en cada modelo experimental. Nuestros resultados
permiten sugerir que los dos modelos de induccion que utilizamos en el

presente estudio, activan diferentes mecanismos.

Con base a los resultados presentados en este trabajo, planteamos el
posible mecanismo del VE y de la exposicion a estrés por frio en la rata

prepuber.

En el modelo 1 se observa que en la rata infantil la administracion de VE
induce incremento en la concentracion de NA en el GCMS y en el ovario,
aungue no de manera significativa en éste Ultimo. El bloqueo de la ovulacion se
puede explicar por la mayor actividad noradrenérgica del ganglio, del ovario y

probablemente por la propia adrenal, tal y como ya ha sido reportado.

En el modelo 2 se plantea como el estrés por frio incrementa en el
GCMS la concentracion de 5-HT, probablemente por una mayor actividad de
las células SIF. EI aumento de 5-HT puede inhibir la accion de las neuronas
catecolaminérgicas, lo que explicaria porqué en este modelo no se produce el
SOPQ.

- Modelo del animal someticio a estrés por frio
K w Modelo del animal inyectado con VE m \

T NAjnc

&7 CélulaSF

T Catecolaminas

TCalecoIaminas
Sotomayor y col., 2008

Célula SIF Adrenal

Adrenal Paredes y col., 1998

i Aciclicidad

# Atresia folicular T
# Foliculos l # Aciclicidad
%
* Testosterona # Atresia folicular T
Neurona # Estradiol l,
Noradrenérgica Neurona
— Noradrenérgica

X Modelo 1 Ovario

o s

Las células SIF, presentes en el GCMS contienen granulos de NA, DAy 5-HT.
Los parametros en rojos son aquellos que se utilizan para definir el SOPQ en la rata.
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En linea punteada se plantea la posibilidad de que el nicleo del rafé (ndcleo
serotoninérgico) aporte informacion al GCMS.

CONCLUSIONES

La administracion de VE a ratas infantiles fue capaz de inducir el SOPQ,
evaluado por aciclicidad, anovulacion, hiperandrogenismo, incremento en la

concentracion de NA en GCMS y ovario.

Las ratas que fueron sometidas a estrés por frio durante 8 semanas
presentaron alteracion del ciclo estral disminucion en la secrecion de hormonas
esteroides y mayor actividad neural a nivel de GCMS, sin desarrollar

hiperandrogenismo ni anovulacion.

El modelo de exposicién al frio no reproduce las caracteristicas que
definen al SOPQ.

Debido a que la administracion de VE o la exposicion a estrés por frio
modifican de manera diferente las funciones ovaricas y el contenido de
monoaminas y sus metabolitos en GCMS vy ovario, sugerimos que estos son

dos modelos no comparables para inducir el sindrome.
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