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Resumen

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es una patologia que se presenta en el
10 % de mujeres en edad reproductiva, siendo la primer causa de infertilidad. Se
caracteriza por altas concentraciones de andrégenos, anovulacion y ovarios poliquisticos.
Para investigar la etiologia del sindrome se han utilizado modelos en los que se induce el
sindrome mediante la administracion de valerato de estradiol (VE). En estudios anteriores
se ha sugerido que el péptido intestinal vasoactivo (VIP), neurotransmisor que regula las

funcionas ovaricas, podria estar participando en el desarrollo de la patologia.

En el presente estudio se analizd6 en el animal ciclico o con SOPQ, el papel del VIP
mediante el bloqueo de sus receptores en el ovario sobre la esteroidogénesis y la sintesis
de monoaminas. Para ello se disefiaron dos experimentos: 1) Ratas ciclicas de la cepa ClI-
ZV de 60 dias de edad en el dia del estro inyectadas con un antagonista de los receptores
a VIP (VIP hibrido) en la bursa del ovario izquierdo o derecho, a una concentracién de
10°M en un volumen de 20 pl; 2) Ratas con SOPQ inducido en la etapa infantil (10 dias de
edad) por la administracién de 5 mg de VE a los cuales se les inyecté 20ul del antagonista
de VIP en la bursa de los ovarios (izquierdo o derecho). Los animales de los dos
experimentos fueron sacrificados 30 minutos después del bloqueo de los receptores a VIP,
y se determind la concentracion de hormonas esteroides en suero y monoaminas

ovaricas.

En los animales tratados con VE se observé adelanto en el inicio de la pubertad, bloqueo
de la ovulacion, incremento en la concentracién de progesterona (P4) y testosterona (T)

en suero asi como en la concentracién de noradrenalina (NA) ovarica.

En el animal ciclico, la inyeccion unilateral del antagonista de los receptores a VIP no
modificd la concentracion de P4 ni la de estradiol (E2) en suero. Cuando el VIP hibrido se
inyecto en la bursa del ovario izquierdo (Ol) la concentracién de T en suero fue menor,

contrario a lo ocurrido cuando se inyecto en la bursa del ovario derecho (OD) (Ol: 0.5+0.2

YNavia Jsabel Damivez Sixtos
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vs. 18.6+1.5; OD: 1.7+ 0.8 vs. 0.14+0.02 pg/ml; p<0.05). La concentracidn ovarica de NA o
serotonina (5-HT) no se modificd, mientras que la de dopamina (DA) disminuyd
Unicamente cuando se inyecto el antagonista de VIP en el ovario izquierdo (246.8+38.6 vs.
396.1+24.9 pg/mg de ovario, p<0.05). Resultados que nos permiten inferir que el VIP
participa de manera asimétrica en la regulacidn de la secrecién de testosterona, resultado

que podria estar dado por una diferente sensibilidad de cada ovario ante el péptido.

En el modelo del animal con SOPQ, el bloqueo unilateral de los receptores a VIP resulté en
una menor concentracion de P4 (Ol: 26.9+ 0.7 vs. 33.7+1.3; OD: 21.5+1.3 vs. 34.9+0.7
ng/ml, p<0.05), y mayor de T (Ol: 25.942.6 vs. 0.5+0.2; OD: 10.9+4.6 vs. 1.7+0.8 pg/ml)y
de E2 en suero (Ol: 60.7+4.6 vs. 40.0+3.8; OD: 71.9+5.3 vs. 47.7+4.1 pg/ml, p<0.05). La
inyeccion del antagonista de VIP en la bursa del ovario izquierdo incrementdé Ia
concentracién de ovarica de NA (1984.3+217.5 vs. 63.2+12.5 pg/mg de ovario, p<0.05),
mientras que la de 5-HT incrementé cuando el ovario inyectado fue el derecho

(347.0£68.2 vs. 137.5+£14.3 pg/mg de ovario, p<0.05).

Los resultados obtenidos permiten sugerir que en la rata con SOPQ el bloqueo local
de los efectos del VIP en el ovario, por la administracién de un antagonista no selectivo de
los receptores VIPérgicos, resultd en la inhibicidon de la secrecién de progesterona y la
estimulacion de testosterona y estradiol. La respuesta fue asimétrica en la secrecion de
aminas, cuando la evaluacidn se realiza a los 30 minutos del bloqueo de los receptores a

VIP.
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INTRODUCCION

El ovario realiza dos funciones, la ovulacién y la sintesis de hormonas esteroides.
Ambas son reguladas de manera neuroendocrina por el eje-hipotalamo-hipdfisis-ovario, y
por la informacién nerviosa que recibe el ovario de tres paquetes neurales: el nervio
ovdrico superior (NOS), el plexo ovdrico (PO) y el nervio vago (NV). (Lawrence y Burden,

1980; Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

El NOS aporta al ovario neuropéptido Y (NPY), noradrenalina (NA), y el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) (Dissen y Ojeda, 1999; Gartner y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2007;

Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

El VIP es un neurotransmisor constituido por 28 aminodcidos. Las fibras VIPérgicas del
ovario se localizan en el tejido intersticial, en los vasos sanguineos y alrededor de los
foliculos primordiales como en desarrollo (Ahmed y col., 1986; Johnson y col., 1994). En el
ovario se expresan los dos tipos de receptores a VIP: el VPAC-1 y el VPAC-2. Los dos
receptores se encuentran en células teco-intersticiales, mientras que en células de la
granulosa Unicamente se ha descrito la presencia del receptor VPAC-2 (Vaccari y col.,

2006).

La alteracién de alguna de las vias de regulacién de las funciones del ovario puede resultar
en el desarrollo de patologias como el Sindrome del Ovario Poliquistico (SOPQ). Esta
patologia es considerada como la principal causa de infertilidad en mujeres en edad
reproductiva, la que fue descrita en el afio de 1935 por Stein y Leventhal, caracterizada
por amenorrea, hirsutismo, infertilidad y ovarios con numerosos quistes foliculares. De
acuerdo al consenso realizado en el ano de 2003 en Rotterdam, Holanda, por la Sociedad
Europea de Reproduccion Humana y Embriologia y la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva, el SOPQ es diagnosticado al presentar hiperandrogenismo asociado por lo
menos con una de las siguientes caracteristicas (Merino y col., 2009; Goodarzi y col.,

2011):
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e Presencia de ovarios poliquisticos

e Anovulacién

De manera experimental, el SOPQ ha sido inducido en la rata por la inyeccién de valerato
de estradiol (VE), un estréogeno de larga actividad que resulta en una condicién de ovarios

poliquisticos, anovulacion e hiperandrogenismo (Brawer y col., 1986).

En la actualidad se desconoce cudl es el factor primario que provoca el desarrollo de esta
patologia, sin embargo, hay resultados que evidencian la participacién de la inervacién
simpatica en el desarrollo de sindrome. En el ovario de la mujer con SOPQ aumenta la
densidad de las fibras adrenérgicas (Semenova, 1969; Heider y col.,, 2001). De manera
experimental también se ha observado que en la rata con SOPQ, inducido por la
administracion de VE, incrementa la actividad de las fibras simpaticas del NOS. Al eliminar
este paquete nervioso por la seccion bilateral del NOS, se restablecen las funciones

ovdricas (Barria y col. 1993; Lara y col. 1993; Morales-Ledesma y col., 2010).

Por el NOS ademas de ingresar NA y NPY, también llega VIP, péptido que ha sido implicado
en la etiologia del sindrome. Ya que en cultivo de ovario de rata con SOPQ, el VIP

incrementa la actividad esteroidogénica (Parra y col., 2007).

Con la finalidad de evaluar si el VIP participa en las alteraciones esteroidogénicas
caracteristicas del animal con SOPQ, en el presente estudio se evalud la respuesta
esteroidogénica aguda de cada ovario ante el bloqueo de los receptores VIPérgicos por la

inyeccién de un antagonista de los receptores a VIP en la bursa ovarica.
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Ovario

El ovario es un érgano par de color blanco rosado con forma ovoide cuya funcién
es la ovulacién y la sintesis de hormonas esteroides y proteicas. Cada ovario esta fijado a
la superficie posterior del liggmento ancho del utero por un pliegue peritoneal
(mesovario), que mantiene suspendida a la géonada dentro de la cavidad peritoneal. El
polo superior del ovario estd unido a la pared de la pelvis por el ligamento suspensorio al
cual se asocian los vasos sanguineos vy las fibras nerviosas que ingresan al ovario. El polo
inferior del ovario estd unido al utero por medio del ligamento ovarico (Ross y Pawlina,

2007).

La superficie del ovario esta cubierta por una capa de células epiteliales cubicas
denominada epitelio superficial, por debajo del cual se encuentra una capa de tejido
conjuntivo denso, la tunica albuginea, que los separa de la corteza subyacente (Figura 1)

(Ross y Pawlina, 2007).

Foliculo

Primordial Foticul Foliculo
Foliculo oliculo reovulatorio
Sar:/a:;;se 0 primario  S€cundario P
9 Epitelio
e Superficial

Foliculo Atrésico

% Tunica Albuginea
) fé @— Ovocito Liberado

Hilio

Cuerpo Albicans

Corteza
Cuerpo

Hemorrdgico
Cuerpo Liteo

Médula

Figura 1. Estructura del ovario en la que se aprecian las diferentes etapas del desarrollo folicular
seguido del proceso de ovulacidn y la formacion del cuerpo luteo (Tomado y modificado de
Welsch y Sobotta, 2008).
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El ovario se encuentra rodeado por un repliegue de peritoneo denominado bursa ovarica.
En roedores, la bursa ovarica juega un papel esencial en la reproduccién y ovulacidn
debido a que aumenta la probabilidad de que los ovocitos liberados ingresen al oviducto.
Asimismo, el liquido de la cavidad bursal crea un microambiente adecuado para el transito

de los ovocitos hacia el oviducto (Vanderhyden y col., 1986).

En el ovario se distinguen tres regiones (Sanchez-Criado, 1999; Ross y Pawlina, 2007):

w La regién medular: se encuentra situada en el centro del ovario. Contiene tejido
conjuntivo laxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios (Figura 1).

w La region cortical: esta ubicada en la periferia del ovario, rodeando a la médula.
Contiene los foliculos ovdricos incluidos en un tejido conjuntivo, denominado
estroma (Figura 1).

w El hilio: contiene células hiliares. Es la porcion del ovario por donde ingresa la
arteria y la vena ovdrica, los vasos linfaticos y las terminales nerviosas (Figura 1).
Esta regidn se une por el mesovario al ligamento ancho, y se acerca al extremo de

las trompas de Falopio.

Desarrollo Folicular

La duracion de la foliculogénesis varia con la especie, en la mujer culmina en el periodo
fetal, mientras que en la rata ocurre en la etapa neonatal. Con base en los cambios
morfo-fisioldgicos que experimenta el ovocito y las células foliculares, los foliculos se

clasifican en (Gartner y Hiatt, 2007):
QR Foliculo primordial

Los foliculos primordiales constituyen la reserva de foliculos en reposo. El crecimiento
inicial de estos foliculos es independiente de la estimulacién gonadotrépica (Dominguez y

col., 1991; Ross y Pawlina, 2007).
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El foliculo primordial consta de un ovocito primario detenido en la profase de la primera

division meidtica (dictioteno en los roedores). El ovocito estd rodeado por una capa de
células planas denominadas células foliculares o pregranulosas (Figura 2), unidas entre si
mediante desmosomas. La lamina basal delimita al foliculo primordial del estroma ovarico

(Gartner y Hiatt, 2007; Welsch y Sobotta, 2008).

Lamina basal . :
, . . Célula folicular o pregranulosa
Foliculo Primordial  se—
Ovocito primario
Nucleo = .
Foliculo Primario - Lamina basal
Células de la granulosa
Ovocito primario

Foliculo Teca folicular
Primario —_—> Zona pelicida
Multilaminar Células de la granulosa
Teca externa Teca intema' )
Zona pelucida
licul Células de la
Foliculo ﬁ granulosa
Secundario £ i
7 Antro folicular
Membrana basal ok
' Teca externa
-~ Teca interna
. Células de la granulosa
Corona radiada
Foliculo Antro folicular
preovulatorio > Ovocito secundario
Zona pelucida

Cumulo odforo

Figura 2. Muestra la dindmica del desarrollo folicular y las estructuras que caracterizan a cada
foliculo en los diferentes estadios de maduracién (Tomado y modificado de Gartner y Hiatt, 2007).
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QR Foliculo primario

En este foliculo aumenta el diametro del ovocito y en él se aprecia un nucleo grande
denominado vesicula germinal (Gartner y Hiatt, 2007). Las células pregranulosas
adquieren una forma cubica, momento a partir del cual reciben el nombre de células de la
granulosa (Figura 2). Estas células poseen varios complejos de Golgi dispersos, reticulo
endoplasmatico liso, ribosomas libres y multiples mitocondrias dispersas que le confieren
la capacidad de secretar hormonas esteroides. Las células de la granulosa empiezan a
proliferar, se estratifican y forman de una a tres capas de células alrededor del ovocito. Su
proliferacion es estimulada por accidén de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la
activina, esta ultima sintetizada por el ovocito primario (Sdnchez-Criado, 1999; Gartner y

Hiatt, 2007).

Entre el ovocito y las células de la granulosa se forma la zona pellcida, una sustancia
amorfa compuesta de tres glucoproteinas, la ZP1, ZP2 y ZP3. La zona pelucida es secretada
por el ovocito y las células de la granulosa, y proporciona nutrientes al ovocito primario en

maduracion (Berne y Levy, 2006; Gartner y Hiatt, 2007).

Las células mesenquimales procedentes del estroma, emigran hacia la membrana basal
del foliculo primario y originan la teca. Esta migracidén hacia la membrana basal tiene lugar
cuando el foliculo ha adquirido de 2 a 3 capas de células granulosas. La membrana basal

separa las células granulosas de la teca aun indiferenciada (Sdnchez-Criado, 1999).

R Foliculo secundario

El foliculo continda su desarrollo y aumenta de tamafio (Figura 2). Una vez que presentan
mas de tres capas de células granulosas alrededor del ovocito, recibe el nombre de
foliculo secundario (Gartner y Hiatt, 2007). En estos foliculos se forman los cuerpos de
Call-Exner, espacios entre las células granulosas que contienen liquido folicular. La fusion

de los cuerpos de Call-Exner da lugar a la formacién de una cavidad llena de liquido, el
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antro folicular. El liquido folicular contiene glucosaminoglucanos, proteoglicanos,
hormonas como la progesterona, estradiol, inhibina, activina, FSH, y hormona luteinizante
(LH), cuyas concentraciones varian durante el ciclo estral (Dominguez y col., 1991; Gartner

y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2007).

Las células de la teca se disponen en bandas para formar, tras su diferenciacidn
(adquisicién de receptores a LH), una capa celular vascularizada denominada teca interna,
y una teca externa, integrada por tejido conjuntivo fibroso, células musculares lisas y
haces de fibras colagenas. Las células de la teca interna poseen receptores a LH y asumen
las caracteristicas ultraestructurales de las células productoras de esteroides:
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso y granulos de secrecién (Sanchez-Criado, 1999;

Gartner y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2007).

QR Foliculo preovulatorio

La proliferacion de las células de la granulosa y la formacién constante del liquido folicular
dan lugar a la formacién del foliculo preovulatorio (Figura 2) que se encuentra preparado
para la ovulacién. Las células de la granulosa se reordenan de tal manera que forman un
monticulo que recibe el nombre de cimulo oéforo o disco proligero. Una capa de células
granulosas, la corona radiada, permanece rodeando al ovocito primario. Las células del
cumulo odforo y las de la corona radiada proporcionan al ovocito los nutrientes necesarios
para su crecimiento (Gartner y Hiatt, 2007). A medida que el foliculo se acerca a su
tamafio maximo, la actividad mitdtica de las células de la granulosa disminuye (Ross y

Pawlina, 2007).

Regulacidon endocrina del desarrollo folicular

La secrecion de las gonadotropinas es regulada por la Hormona Liberadora de

Gonadotropinas (GnRH), secretada de forma intermitente (cada 90 a 120 minutos en
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humanos), por neuronas localizadas en el nucleo arqueado y en el area predptica del
hipotdlamo. La GnRH es vertida a la eminencia media, viaja por el sistema
portahipotalamo-hipofisiario hasta llegar a la adenohip&fisis (Figura 3), donde se une a sus
receptores en las células gonadotropas y estimula la secrecién de FSH y LH (Dominguez y

col., 1991; Berne y Levy, 2006).

El desarrollo temprano del foliculo primordial es independiente de las gonadotropinas. Es
a partir del estadio primario en que el desarrollo folicular depende de la FSH (Dominguez y
col., 1991; Van Voorhis, 1999). Las células de la granulosa de los foliculos expresan
receptores a FSH. El aumento de la concentracion de FSH al comienzo de la fase folicular
incrementa el numero de células granulosas (actividad mitogénica) y la concentracion de
receptores a FSH. Esta gonadotropina induce en las células granulosas la actividad de la
enzima aromatasa que estimula la transformacion de andrégenos a estrégenos. Asimismo,
el estradiol estimula en células de la granulosa, la formacidn de sus propios receptores asi
como los de la FSH, lo que estimula la division mitdtica adicional. Ademas, por accién
sinérgica de la FSH y el estradiol, en la granulosa de los foliculos preovulatorios se
estimula la formacién de receptores a la LH (Sanchez-Criado, 1999). El ovocito en conjunto
con las células de la granulosa sintetizan activina, hormona peptidica que estimula en los
gonadotropos la secrecion de FSH y en las células de la granulosa su divisidén mitdtica

(Sdnchez-Criado, 1999; Gartner y Hiatt, 2007; Carlson, 2009).

El aumento en la concentracidn de estradiol e inhibina disminuye la secrecién de FSH
(Figura 3), lo que impide la maduraciéon de otros foliculos, sin impedir la capacidad de
respuestas del foliculo dominante a la FSH (Sanchez-Criado, 1999). En la maduracién
folicular también participan factores locales tales como el inhibidor de la actividad de las

aromatasas y el inhibidor de la maduracién del ovocito (Sanchez-Criado, 1999).

Conforme aumentan las concentraciones sanguineas de estrégenos, estos contindan
estimulando la sintesis de LH por las células gonadotropas en la hipdfisis, asi como la

disminucion de la sintesis de FSH (Gartner y Hiatt, 2007).
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Las células de la granulosa del foliculo preovulatorio experimentan un cambio en la

esteroidogénesis que provoca la biosintesis adicional de progesterona, seial temprana de

luteinizacidn (Figura 3) (Sanchez-Criado, 1999).

Hipotalamo
GNRH €——————— )
\L_ h
Estradiol
Progesterona
Hipéfisi:
anterior
Estradiol
Progesterona
Estradiol
Progesterona
Ovulacién Cuerpo amarillo
Falistatina
Inhibina

Activina

Desarrollo folicular Estradiol )

Progesterona
Relaxina

3 Tejido femenino

Figura 3. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. La GnRH sintetizada en el hipotdlamo viaja hasta la
adenohipdfisis donde estimula la secrecion de la LH y FSH, que estimulan el desarrollo folicular, la
secrecion de hormonas esteroides y la ovulacién (Tomado de Gartner y Hiatt 2007).

Ovulacion

En el torrente sanguineo, el incremento de los estrégenos producidos principalmente por
el foliculo preovulatorio ejerce retroalimentacién positiva en la adenohipdfisis, lo que

Ill

estimula el “pico preovulatorio” (aumento subito) de LH y FSH, que activa los eventos que

culminan con la ovulacion:

1) El foliculo preovulatorio secreta colagenasa, que digiere el colageno del tejido

conjuntivo. Los productos generados en la degradaciéon de este coldgeno producen una
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reaccion inflamatoria, que atrae a leucocitos que secretan prostaglandinas hacia el
interior del foliculo. Estas prostaglandinas causan la contraccién de las células musculares
de la teca externa, provocando la ruptura de la pared del foliculo (Berne y Levy, 2006; Gal

y Gal, 2007, Gartner y Hiatt, 2007).

2) Incrementa el flujo sanguineo a los ovarios y los capilares dentro de la teca externa
comienzan a filtrar plasma, lo que provoca edema. Asimismo se libera histamina,
prostaglandinas y colagenasa en la proximidad del foliculo preovulatorio. La concentracién
del activador del plasminégeno que cataliza la conversion del plasminégeno en plasmina
aumenta en el foliculo; la plasmina recién formada facilita la protedlisis de la membrana
granulosa, lo que permite la ruptura del foliculo (Berne y Levy, 2006; Gal y Gal. 2007;
Gartner y Hiatt, 2007).

3) Con el “pico preovulatorio” de LH el ovocito primario del foliculo preovulatorio reanuda
la meiosis. Al completarse la primera division meidtica, se forman dos células hijas, el
ovocito secundario y el primer cuerpo polar que tiene poco citoplasma y es desechado. El
ovocito secundario inicia entonces la segunda meiosis hasta la metafase, donde se detiene
nuevamente su maduracion, que se reanudara Unicamente si ocurre la fertilizacién del
ovocito secundario. Al término de la segunda division meidtica, se forma el ovulo haploide

(23 cromosomas) y un segundo cuerpo polar (Berne y Levy, 2006; Gartner y Hiatt, 2007).

Tras esta serie de eventos, el liquido antral se libera junto con el complejo cumulo
ovoéforo-corona radiada-ovocito. El ovocito es liberado hacia las trompas de Falopio donde
serd fecundado o expulsado al Utero (Berne y Levy, 2006; Gal y Gal, 2007; Gartner y Hiatt,
2007).

Cuerpo Luteo

Tras la ovulacion, las células de la granulosa y de la teca interna del cuerpo hemorragico
recién formado experimentan el proceso de luteinizacién, durante el cual incrementa su

didmetro debido al aumento de la vascularizacién y a la hipertrofia que experimentan,
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ademas de que se llenan de inclusiones lipidicas. La luteinizacion de estas células es

estimulada principalmente por la LH (Guyton y Hall, 2001).

El cuerpo luteo que se forma presenta dos tipos celulares: 1) Las células granuloso-
luteinicas que contienen todos los elementos de las células secretoras de esteroides:
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso y granulos de secrecidn; y 2) las células teco-
luteinicas que contienen reticulo endoplasmdtico rugoso y no presentan granulos de

secrecién (Sanchez-Criado, 1999; Guyton y Hall, 2001; Berne y Levy, 2006).

El cuerpo Iuteo proporciona el equilibrio necesario de hormonas esteroideas que hace
Optimas las condiciones para la implantacién de un o6vulo fecundado y para el
mantenimiento posterior del cigoto hasta que la placenta sea capaz de llevarlo a cabo. El
cuerpo luteo secreta principalmente progesterona. También produce estrogenos,
prostaglandinas, relaxina y oxitocina (Sanchez-Criado, 1999; Guyton y Hall, 2001; Berne y

Levy, 2006).

De no haber fecundacién, el cuerpo liteo comienza a involucionar y pierde su funcidn
secretora. Los estrégenos principalmente, y en menor grado la progesterona, secretados
por el cuerpo Iuteo ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre la
adenohipdfisis que mantiene baja la secrecién de FSH y LH. Asimismo, las células
luteinicas secretan pequenas cantidades de inhibina, que inhibe la secrecidon de FSH, por
lo que disminuye su concentracién en sangre. La disminucidon de ambas gonadotropinas
ocasiona que el cuerpo luteo degenere completamente. Es entonces cuando se convierte
en el llamado cuerpo blanco o cuerpo albicans (presente en las mujeres), que después es

remplazado por tejido conjuntivo y reabsorbido (Guyton y Hall, 2001).

La regulacién de la funcion del cuerpo lateo varia segln la especie, en la rata la secrecidon
de progesterona por el cuerpo lUteo es autonoma y no depende de los productos de
secrecién de la hipofisis, mientras que en los primates depende de la LH (Sanchez-Criado,

1999).

YDNavia Jsabel Pamivez SGixtos




< Marco Tedrico

Atresia folicular

Es un proceso natural a través del cual degeneran los foliculos en cualquiera de las etapas
de desarrollo, y de aquellos que habiendo iniciado el proceso de crecimiento y
diferenciaciéon, no ovulan. Una gran cantidad de foliculos experimentan la atresia durante
el desarrollo fetal y puberal, y se presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular. Este
proceso es mediado por la apoptosis (0 muerte celular programada) de las células de la

granulosa (Dominguez y col., 1991; Ross y Pawlina, 2007).
Los cambios foliculares que se presentan durante la atresia son (Ross y Pawlina, 2007):

& Picnosis nuclear de las células de la granulosa, asi como su descamacién en el
antro folicular.

& Invasién de la capa granulosa por neutréfilos y macréfagos.
Hipertrofia de las células de la teca interna.

Invasidon de la cavidad del foliculo por tejido conjuntivo.

El ovocito también experimenta degeneracion y autolisis, pierde su capacidad para
mantener el control metabdlico del foliculo, cuyos restos son fagocitados por macréfagos
invasores, reduce su tamafo y degenera. La membrana pellcida se pliega y colapsa
mientras se desintegra en la cavidad del foliculo (Dominguez y col., 1991; Sanchez-Criado,

1999; Gartner y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2007).

La mayoria de los foliculos degeneran por atresia y las células tecales de los foliculos
atrésicos forman parte de la glandula intersticial, que secreta androgenos. Las células de la
glandula intersticial son inervadas por terminales nerviosas adrenérgicas (Dominguez y

col., 1991; Sadnchez-Criado, 1999; Gartner y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2007).

En los animales recién nacidos, se observa una oleada de atresia folicular, lo cual se
explica por el descenso brusco de la concentracidon plasmatica de las gonadotropinas que

actuan como factores anti-atretogénicos (Dominguez y col., 1991; Ross y Pawlina, 2007).
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Esteroidogénesis

El ovario sintetiza hormonas esteroides como los progestagenos (pregnenolona, 17-
hidroxiprogesterona, progesterona), los andrégenos (androstenediona y testosterona) y
los estrégenos (estrona y estradiol). Ademads sintetiza hormonas polipeptidicas como la
activina, inhibina, relaxina y la folistatina (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Sanchez-

Criado, 2003).

Las células que sintetizan hormonas esteroides en el ovario son las células de la teca
interna, de la granulosa, del cuerpo luteo y de la glandula intersticial (Gonzalez y col.,

2006).

Las hormonas esteroides derivan del colesterol que se obtiene a partir de tres fuentes

principales (Sanchez-Criado, 1999):

% El colesterol que circula en la sangre en forma de lipoproteinas.
% El colesterol que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de AcetiCoA.
% El colesterol que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas

lipidicas.

La principal fuente del colesterol utilizado por el ovario se deriva de la captacién del
colesterol lipoprotéico, que proviene principalmente de las lipoproteinas de baja densidad
(Sdnchez-Criado, 1999). Las lipoproteinas se unen a receptores especificos de las células
productoras de esteroides y son internalizadas a las células. En el interior se unen con
lisosomas, cuyas proteasas y esterasas desdoblan las lipoproteinas y liberan al colesterol

no esterificado de la parte proteica (Lehninger y col., 1993; Gonzélez y col., 2006).

El colesterol (C,7) es transportado a la membrana mitocondrial interna por la proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR, steroidogenic acute regulator). La teca
interna expresa receptores para la LH. En las células tecales, la LH estimula la biosintesis
de androgenos, para ello, en la mitocondria, el colesterol es transformado en
pregnenolona (C,1) (Figura 4) por el complejo enzimatico P450scc (22-hidroxilasa; 20-

hidroxilasa; 20,22-desmolasa) que pertenece al grupo oxidasa del citocromo P450 y que
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utiliza NADPH y O, y que actla como transportador electrénico en este sistema oxidasa de

funcion mixta. Los procesos de transformacion del colesterol a pregnenolona,
comprenden la hidroxilacion de los carbonos 20 y 22, y la ruptura de su cadena lateral

(Lehninger y col., 1993; Gonzdlez y col., 2006).

La pregnenolona es un precursor comun a todas las hormonas esteroides del ovario
(Figuras 4 y 5), a partir de la cual se sintetiza la progesterona (C,1) (Figura 4) por accion de
un complejo enzimatico microsomal, la 3B-HSD (3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa)

(Gonzélez y col.,2006).
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Colesterol Pregnenolona Progesterona

Figura 4. Biosintesis de Progesterona (Tomado y modificado de Gonzalez y col., 2006).

Una vez sintetizada la pregnenolona, sale de la mitocondria e ingresa al reticulo
endoplasmatico liso de las células tecales, donde puede seguir dos vias alternas en la
sintesis de andrdégenos (Figura 5): 1) Via A% a pregnenolona es transformada
directamente en progesterona (Cp;) por accién de la enzima 3B-hidroxisteroide-
deshidrogenasa (3B-HSD) (Figura 5). Posteriormente el complejo enzimatico P450c17a
(17a-hidroxilasa; c-17, 20 desmolasa) convierte la progesterona en androstenediona (Cys),
que es el precursor de la testosterona (C19) que se sintetiza en células de la teca (Gore-

Langton y Armstrong, 1994; Devlin, 2000; Gonzalez y col., 2006).
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Figura 5. Biosintesis de Andrégenos (Tomado y modificado de Gonzalez y col., 2006).

2) Via A®: es la principal via enzimética utilizada por las células de la teca. La
pregnenolona mediante una serie de reacciones enzimaticas es transformada en
deshidroepiandrostenediona (DHEA), por accion de la P450c17a. La DHEA producida es
metabolizada a androstenediona, que es el principal andrégeno Ci9 aromatizable
producido por la teca. En las células tecales también se produce, aunque en menor
cantidad, testosterona (Gore-Langton y Armstrong, 1999; Devlin, 2000; Gonzalez y col.,

2006).

YNavia Jsabel Damivez Sixtos




La mayoria de los andrégenos sintetizados en el ovario son transformados en estrégenos

en las células de la granulosa. Sin embargo, parte de ellos (androstenediona y DHEA)
pasan en pequeiia proporciéon a la circulacidon general y pueden ser transformados en
testosterona y estrégenos, o bien, son excretados en la orina en forma de 17-

cetosteroides (Gore-Langton y Armstrong, 1999; Gonzalez y col., 2006).

Las células de la granulosa carecen de vascularizacién, razén por la cual utilizan como
principal fuente de colesterol el que sintetizan a partir del acetato (Gore-Langton y
Armstrong, 1994). Solo después de transformarse en células granuloso-luteinicas, cuando
ya presentan irrigacion sanguinea, pueden utilizar las lipoproteinas circulantes (Gonzalez y

col., 2006).

Los estrégenos (Cig) son sintetizados a partir de los andrégenos. La androstenediona y la
testosterona son aromatizados y dan lugar a la formacién de estrona y estradiol,
respectivamente (Figura 6). Para ello se lleva a cabo la hidroxilaciéon del carbono 3, la
aromatizacién en el anillo A y la pérdida del grupo metilo (CHs3) del carbono 10. Estas
transformaciones se llevan a cabo por el complejo enzimdatico denominado P450-
aromatasa, localizado en las membranas del reticulo endoplasmatico liso de las células de
la granulosa y del cuerpo luteo. El estradiol se produce en el ovario en cantidades

superiores a la estrona (Gonzalez y col., 2006).
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Figura 6. Sintesis de estrogenos (Tomado y modificado de Gonzalez y col., 2006).

Regulacion Endocrina del proceso de esteroidogénesis

Las hormonas hipofisarias, FSH y LH, estimulan la biosintesis de las hormonas esteroideas
del ovario. Dado que las células de la teca interna poseen receptores a la LH (Figura 7), la
union de esta gonadotropina a su receptor, incrementa la sintesis de 3’, 5’- monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc), segundo mensajero, que constituye el principal mediador
intracelular de la LH, estimulando asi la actividad enzimatica y la consecuente biosintesis

de progesterona y andrégenos (Gonzdlez y col., 2006).

Aunque las células de la teca interna pueden sintetizar estrégenos a partir de los
andrégenos, la actividad aromatdasica necesaria para esta transformacién es mayor en las
células de la granulosa, por lo que se calcula que, en los foliculos preovulatorios, el 99.9%
de la actividad de las aromatasas esta localizada en el estrato granuloso. Por ello, los
andrégenos difunden en su mayoria a las células de la granulosa, donde son
transformados en estrégenos. La LH estimula la actividad del complejo P450scc

(Dominguez y col., 1991; Gonzalez y col., 2006).
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Las células de la granulosa poseen receptores a la FSH (Figura 7). Cuando la FSH se une a

su receptor, actua sobre el sistema de la adenilato ciclasa, que resulta en el aumento del
AMPc y estimula una mayor actividad de las aromatasas, evento que se acompana del
incremento en la biosintesis de estrégenos (Dominguez y col.,, 1991; Gonzalez y col.,

2006).

Las células de la granulosa de los foliculos antrales y de los foliculos preovulatorios
producen progesterona, estimulados en principio, por la FSH. Posteriormente, la sintesis
de progesterona aumenta cuando aparecen receptores a la LH y las células de la granulosa

experimentan la transformacién en células luteinicas, en donde la sintesis maxima de

progesterona tiene lugar por estimulo de la LH (Gonzalez y col., 2006).
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Figura 7. Biosintesis de las hormonas esteroides y su regulacion por las gonadotropinas. Hormona
Luteinizante (LH), Hormona foliculoestimulante (FSH), monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (Tomado y

modificado de Gonzalez y col., 2006).
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Ciclo Estral de la Rata

La reproduccion en la hembra se caracteriza por la secuencia repetitiva de periodos de
receptividad sexual y periodos de reposo. El ciclo estral se define como el intervalo de
tiempo existente desde el comienzo de un periodo de celo hasta el comienzo del
siguiente. Su duracidon es variable en cada especie. En el caso de la rata y ratén hembra
tiene una duracion de cuatro a cinco dias. El establecimiento del ciclo estral requiere de la
liberacion periddica de hormonas que determinan los cambios en el aparato reproductor

(Sdnchez-Criado, 1999; Alvarez y col., 2009).
El ciclo estral se divide en 4 etapas:

Estro: Es el periodo de receptividad al macho, se caracteriza por el apareamiento, que
ocurre en las primeras horas del estro. Tiene una duracién aproximada de 20 horas. En la
mafiana se presenta la segunda elevacion en la concentracion de FSH. Es en este
momento cuando se produce la ovulacién. Una vez liberado el ovocito, el cuerpo
hemorragico comienza a estructurarse como cuerpo lUteo mientras que una nueva serie
de foliculos primarios comienza a desarrollarse. Tras las numerosas mitosis que
experimenta la mucosa vaginal, aparecen células epiteliales escamosas y cornificadas
(células sin nucleo y sin orgdnulos citoplasmaticos) (Gilbert y Shyamal, 1994; Sanchez-

Criado, 1999; Alvarez y col., 2009).

Diestro 1 o Metaestro: La hembra ya no permite la monta y la copula. Tiene una duracién
aproximada de 10 h. En el ovario se forma el cuerpo lUteo, responsable de la secrecion de
altas concentraciones de progesterona que caracterizan esta etapa, y de la secrecién de
estradiol que inhibe la secrecién de gonadotropinas. La mucosa vaginal es delgada. En el
frotis vaginal ademds de observarse leucocitos, también se pueden apreciar algunas

células cornificadas (Sdnchez-Criado, 1999; Alvarez y col., 2009).

Diestro 2: Comprende un periodo de inactividad sexual. Representa generalmente la fase
mas larga del ciclo. Al no haber ocurrido la fecundacién, durante esta fase se produce la

regresion del cuerpo luteo, por lo que disminuye la concentracién de progesterona
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circulante. La secrecion de estradiol por los foliculos en crecimiento sigue aumentando y
disminuye la secrecidn basal de gonadotropinas que, a su vez, mantienen el crecimiento
folicular. El utero se hace pequefio y poco contrdctil. La mucosa vaginal es muy delgada y
los leucocitos que emigran a través de ella constituyen la mayoria de las células vaginales
aunque también se observan algunas células epiteliales nucleadas (Sanchez-Criado, 1999;

Alvarez y col., 2009).

En caso de haberse producido la fecundacién, el ciclo estral se interrumpe y la etapa del
diestro continua durante el periodo de gestacidn, cuya duracién en la rata es de

aproximadamente 21 dias (Sanchez-Criado, 1999; Alvarez y col., 2009).

Proestro: Comprende un periodo de preparacidn para la cépula. Su duracién es de
aproximadamente 16 h. Bajo el estimulo de la FSH, un conjunto de foliculos ovaricos
(aproximadamente 12) han alcanzado el estadio de maduracién, con lo que aumenta la
secrecién de estrégenos, que ejercen un efecto estimulante (retroalimentacién positiva)
sobre la secrecién de gonadotropinas, ocasionando que la hipdfisis secrete LH y estimule
al dia siguiente la ovulacién. Conforme los foliculos van creciendo, secretan hormonas
esteroides que van preparando al aparato reproductor para la etapa del estro (Sdnchez-
Criado, 1999; Alvarez y col., 2009). En las tltimas horas de la tarde del proestro es cuando

se presenta la elevacién brusca de FSH y LH que van a facilitar la ovulacién.

El dtero por accidn del estradiol, se hace contractil y se va engrosando progresivamente.
La mucosa vaginal presenta numerosas mitosis y pueden apreciarse células epiteliales

nucleadas en el frotis (Sanchez-Criado, 1999; Alvarez y col., 2009).
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Inervacion ovarica

El ovario posee inervacidon de origen extrinseco e intrinseco. La inervacidn extrinseca esta
constituida por fibras de naturaleza simpatica, parasimpatica y sensorial, que ingresan al

ovario a través del hilio mediante tres paquetes nerviosos:

% Nervio Ovarico Superior. Constituido por fibras simpdticas que se originan en el
ganglio celiaco (Figura 8) (Baljet y Drukker, 1980). Se encuentra asociado al
ligamento suspensorio. Aporta a los ovarios neurotransmisores como la
noradrenalina (NA), el neuropéptido Y (NPY) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP).
Sus fibras inervan vasos sanguineos, células de la glandula intersticial y células de la

teca interna (Lawrence y Burden, 1980).

% Nervio del Plexo Ovarico. Sus fibras de tipo sensorial y simpatico se originan en el
ganglio celiaco y se encuentra acompafiado por la arteria ovdrica (Figura 8).
Contiene en su mayoria fibras de tipo sensorial que liberan sustancia P (SP) y el
péptido relacionado con el gen que codifica para la sintesis de calcitonina (CGRP).
Sus fibras simpaticas transportan al ovario NA y NPY. Inerva principalmente los vasos

sanguineos del ovario (Lawrence y Burden, 1980).

% Nervio Vago. Es un nervio mixto que contiene fibras parasimpdticas, sensoriales y
motoras, que liberan al ovario acetilcolina, SP, VIP y somatostatina (Lawrence y
Burden, 1980). Los somas de las neuronas que lo constituyen se localizan en cuatro
nucleos del bulbo raquideo: el nucleo del tracto solitario, el nicleo ambiguo, el

nucleo dorsal del vago y el nucleo trigémino (Upledger y Vredevoogd, 2004).
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Nervio Ovdrico Superior

Ligamento
Suspensorio

Plexo . 4
Ovadrico S8 > Ovario
Arteria Ovdrica '

Figura 8. Esquema que representa el origen y trayectoria del Nervio ovdrico superior, del Nervio Plexo

ovarico. GC, Ganglio celiaco, (Tomado y modificado de Lawrence y Burden, 1980).

En el ovario de mamiferos, como la rata, el mono y el humano se ha descrito la presencia
de neuronas ovaricas intrinsecas de naturaleza catecolaminérgica, en las que se ha
identificado la tirosina hidroxilasa, enzima limitante de las catecolaminas (Dees y col.,
1995); ademas de que se han descrito algunas neuronas que sintetizan NPY (D’Albora y
col., 2000). En ovarios fetales de primates y de humanos también se han localizado las
neuronas catecolaminérgicas, que expresan el receptor a neurotrofinas como el p75,
principalmente en la médula y en menor proporcion en el tejido conectivo que circunda la

vasculatura ovarica (Anesetti y col., 2009).
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Evidencias de la participacion de la inervacidon simpatica en las funciones del ovario

La inervacion ovdrica se encuentra presente desde antes de iniciar la foliculogénesis, se
mantiene y se desarrolla rapidamente hasta que los foliculos llegan a su etapa de
maduracion, lo que sugiere que la inervacidon ejerce un efecto estimulante sobre el

crecimiento folicular (Shultea y col., 1992).

En el ovario los neurotransmisores participan en la regulacion de la secrecién de las
hormonas esteroides. La NA al unirse a sus receptores presentes en las células de la teca
folicular, estimula la sintesis de progesterona y de andrdgenos. El VIP en el ovario
estimula la sintesis de progesterona, de andrégenos y de estradiol. Al NPY, junto con la
SP y el CGRP se les ha relacionado con el control del flujo sanguineo ovarico (Dissen y
Ojeda, 1999). Cuando se produce la ruptura del foliculo y se da la liberacién del ovocito, la
inervacién continua en las células tecales que se convierten en células intersticiales
secundarias a las cuales se les ha conferido la capacidad de sintetizar andrégenos

(Hernandez y col., 1988).

Las herramientas utilizadas en el estudio de la participacién de la inervacién ovarica en la
regulacién de las funciones ovaricas, son mediante la destruccion de las fibras simpaticas
por agentes quimicos o por la eliminacién quirdrgicas de las fibras. En la rata adulta, la
seccion bilateral del NOS disminuye el niumero de ovocitos liberados en el ovario derecho
(Chdavez y col., 1991). Esta misma cirugia practicada en la rata prepuber no modifica la
respuesta ovulatoria, mientras que con la seccion unilateral del NOS, el ovario inervado

libera menor numero de ovocitos (Morales y col., 1993).

En ratas recién nacidas disminuye el nimero de foliculos a los 20 y 90 dias de edad cuando
se realiza la seccion unilateral o bilateral del NOS (Zhang y col., 2010), en ratas prepuberes

reduce la concentracién de NA en el ovario denervado (Chavez y Dominguez, 1994).

La destruccion de las fibras simpaticas por la administraciéon de guanetidina (GTD) resulta

en el retraso del inicio de la pubertad, la disminucién del nimero de foliculos preantrales
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y no se modifica la sintesis de hormonas esteroides de los ovarios cultivados en

condiciones basales (Lara y col., 1990).

Mediante el uso de un sistema ganglio celiaco-NOS-ovario, que simula in vitro las
condiciones ex vivo de la inervacién simpatica el ovario, se mostré que la estimulacién del
ganglio por NA provoca aumento en Diestro 1 y disminucién en Diestro 2 de la
concentraciéon de P4 (Sosa y col., 2000), ante la estimulacion adrenérgica se observa
también incremento de androstenediona y estradiol (Delgado y col., 2010). Si la
estimulacion se realiza con acetilcolina, la respuesta depende del dia del ciclo estral (Sosa
y col.,, 2004), cuando el sistema es ganglio celiaco-PO-ovario vy la estimulacién es
mediante un agonista colinérgico incrementa la concentraciéon de androstenediona (a los
30 minutos de la estimulacién), mientras que disminuye la actividad de la enzima 20a-
HSD, aumenta la concentracién de progesterona ovarica, dada por la mayor actividad
enzimatica de 3B-HSD en Diestro 1 y Diestro 2 (Vega y col., 2010). De igual manera, la
estimulacion del ganglio con estradiol resulta en el incremento de la concentracion de P4y

androstenediona (Vega y col., 2012).

Péptido Intestinal Vasoactivo

El VIP es un neurotransmisor de 28 aminodcidos, aislado por primera vez del duodeno
porcino, de ahi su nombre de péptido intestinal vasoactivo (Said y Mutt, 1970). Ejerce
diversos efectos biolégicos como la relajacion del musculo liso y la vasodilatacién, y en el
hipotdlamo actiia como un factor de liberacién de la prolactina por la adenohipdfisis (Said,

1982; Abe y col., 1985).

El ovario recibe VIP por dos vias: 1) La extrinseca, donde el mayor aporte de fibras
VIPérgicas lo constituyen el NOS y una menor proporcidon son aportadas por el nervio
vago (Dees y col., 1986). Las fibras VIPérgicas inervan el compartimento intersticial, el
folicular (células de la teca interna y externa) (Hulshof y col., 1994), y la vasculatura

ovarica (Ahmed y col., 1986; Johnson y col.,, 1994); 2) La intrinseca, donde puede ser
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secretado por las células de la granulosa del foliculo preovulatorio, ya que se encuentra

presente el ARNm que codifica para la sintesis del péptido (Hulshof y col., 1994).

Los efectos del VIP son mediados por dos tipos de receptores, el VPAC-1 vy el VPAC-2,
ambos acoplados a la proteina G (Lutz y col., 1993). En el foliculo estos receptores se
encuentran expresados en células de la teca (VPAC-1) y en células de la granulosa (VPAC-1
y VPAC-2) (Vaccari y col., 2006). In vitro se ha descrito que la unién del VIP a sus
receptores en el ovario resulta en la activacidn del adenilato ciclasa y la estimulacion de la
sintesis del AMPc (segundo mensajero que envia la sefial intracelularmente), a través de

la desfosforilacion del trifosfato de adenosina (ATP) (Vaccari y col., 2006).

El VIP participa en la diferenciacidon de los foliculos primordiales. Por estudios in vitro, se
ha mostrado que en el ovario de rata de dos dias de edad, la adicién de VIP al medio
favorece la expresion de los receptores a FSH, lo que resulta en el crecimiento de los

foliculos (Mayerhofer y col., 1997).

El VIP estimula la sintesis del Kit Ligando (KL), ligando del receptor a tirosina kinasa, que
actua como factor de supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular de los foliculos
primordiales. De manera que el cultivo de ovarios de rata de cuatro dias de edad con VIP

estimula la sintesis del ARNm que codifica al KL (Chen y col., 2012).

Cuando se cultivan foliculos antrales de rata en presencia del péptido, aumenta la
concentracion de AMPc, que actua como segundo mensajero en la sintesis de IGF (Factor
de crecimiento insulinico), este factor se encuentra involucrado en la prevencion del
proceso apoptodtico, por lo que se dice que el VIP inhibe la apoptosis, por lo que se sugiere

que regula la supervivencia de los foliculos (Flaws y col., 1995).

En la pared de vasos sanguineos existen fibras VIPérgicas y receptores al péptido (Vaccari
y col., 2006). La unién del VIP a su receptor, ejerce un efecto vasodilatador, con lo que

disminuye la presién arterial (Said 1980; Ahmed y col., 1986).

El hecho de que se haya detectado VIP en células de la granulosa de foliculos

preovulatorios (Hulshof y col., 1994), ha permitido sugerir que el péptido participa en el
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proceso ovulatorio. Aunado a esto se ha reportado que el VIP participa en la maduracion
del ovocito induciendo la meiosis (Tornell y col., 1988), e in vitro es capaz de inducir la
ovulacién (Schmidt y col., 1990), esto a través del incremento en la actividad del activador
del plasmindgeno, en el complejo cimulo-ovocito y en las células de la granulosa, el cual
convierte al plasminégeno en plasmina, ésta ultima participa en la degradacion de la

membrana, provocando asi la ruptura del foliculo para liberar al ovocito (Liu y col., 1987).

En el cultivo del ovario o de células de la granulosa en presencia de VIP incrementa la

secreciéon de P4, T, y E2 (Davoren y Hsueh, 1985) su efecto se debe a:

A En células de la granulosa induce la expresion y actividad de la StAR, proteina que

transporta el colesterol del citoplasma a la mitocondria (Kowalewski y col., 2010).

A Aumenta la actividad del citocromo P450 scc, complejo enzimético que participa en
la conversidn de colesterol a pregnenolona (Trzeciak y col., 1986; Johnson y col.,

1994).

A Induce la actividad del complejo enzimatico 3R-HSD y disminuye la actividad de la
200-HSD, enzimas limitantes en la sintesis de andrdogenos (Davoren y Huseh,

1985).

A Aumenta la actividad de la enzima 17a-hidroxilasa que participa en la conversion

de progesterona a androstenediona (Johnson y col., 1994).

A Induce la actividad de las aromatasas (George y Ojeda, 1987), enzimas que

participan en la conversidn de testosterona a estradiol (Ahmed y col., 1986).

El efecto de la administracién de VIP en ratas ciclicas puede ser estimulante o inhibitoria
en la secreciéon de hormonas esteroides. El VIP modula de manera asimétrica la secrecion
de estradiol, y depende del dia del ciclo estral, mientras que la de testosterona es
inhibitoria en el dia del estro. Al parecer la secrecién de progesterona no es modulada por

la informacidn VIPérgica. Resultados que permiten sugerir que la respuesta del ovario
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ante el péptido depende de la influencia endocrina o neural que regula las funciones

ovaricas (Rosas, 2011).

Uno de los antagonistas a VIP es el VIP hibrido, cuya molécula es [List, Pro®®, Arg3’4, Tyrs]—
VIP la cual se caracteriza por ser un hibrido del VIP y de la neurotensina, de ahi su nombre
(Gozes y col., 1991). Este antagonista se une a los dos tipos de receptores a VIP e impide
que el VIP pueda ejercer sus efectos a nivel celular (Gozes y col., 1989). Se ha observado
que los efectos del VIP son mediados por el AMPc y el uso del VIP hibrido provoca una
disminucion del AMPc en cultivos gliares corticales (Gozes y col., 1991). Al administrar
desde el nacimiento de manera crénica el VIP hibrido, se inhibe el desarrollo de las
neuronas del drea cortical, implicada en la conducta sexual (Hill y col., 1991). El uso de
antagonistas de los receptores a VIP ha permitido evaluar sus efectos en diferentes lineas

celulares, ademas incrementa el dafio neuronal (Hill y col., 1994).

La participacion del componente endocrino en la condicién de Ovario Poliquistico ha sido
ampliamente estudiada (Yen, 1999), en recientes estudios y en nuestro laboratorio se ha

dado énfasis al estudio del componente nervioso en esta patologia.
SOPQ en la mujer

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es la endocrinopatologia mas comun de las
mujeres en edad reproductiva, con una incidencia del 6 al 10% (Goodarzi y col., 2011). Las
pacientes con esta patologia presentan alteraciones en la esteroidogénesis ovarica y en el
modelo de secrecién de las gonadotropinas, esto se puede acompafar por cambios
metabdlicos como son el incremento en la secrecién de insulina y del IGF-1 (Factor de
crecimiento insulinico tipo 1) (Mordn, 2006). Si bien desde hace afios se detectd el
sindrome, hasta la fecha se desconoce cudl es el factor primario que causa la patologia
(Yen, 2001). Alrededor del 50% de estas pacientes son obesas. En las mujeres con SOPQ
existe un mayor riesgo de desarrollar a largo plazo enfermedades como la diabetes
mellitus tipo Il, hipertensién y carcinoma endometrial y ovarico (Goodarzi y col., 2011). El
cuadro mantiene el calificativo de sindrome porque no es posible definirlo mediante un

Unico criterio (Arenas y col., 2009).
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El SOPQ fue descrito por primera vez en 1935 por Stein y Leventhal como una condicién
de ovarios poliquisticos asociados con oligomenorrea, obesidad e hirsutismo (Goodarzi y
col., 2011). El criterio para el diagndstico del SOPQ se ha ido modificando con el paso del

tiempo.

En el afo 2003, en la ciudad de Rotterdam se establecié al hiperandrogenismo
acompafado con la anovulacién o los ovarios poliquisticos como los aspectos bdsicos
para el diagndstico del Sindrome (Moran, 2006). El hiperandrogenismo es la principal
caracteristica del SOPQ, cuyas manifestaciones clinicas son derivadas del exceso o la
hipersensibilidad a los andrdgenos. Dentro de estas manifestaciones se incluyen el
hirsutismo (crecimiento de vello grueso en zonas del cuerpo donde su control depende de
los andrégenos y en las que normalmente sélo se presenta en los varones), el acné y la
alopecia androgénica (perdida de pelo en un patrén masculino). Bioquimicamente, el
hiperandrogenismo se manifiesta por elevadas concentraciones de andrégenos en suero,
particularmente de testosterona, androstenediona y dehidroepiandrosterona (Franks,

2005; Moran, 2006; Merino y col., 2009; Goodarziy col., 2011).

La anovulacién crénica también se presenta en mujeres con la patologia; se manifiesta
con ciclos menstruales irregulares como oligomenorrea (presencia de menstruaciones
esporddicas) o amenorrea (ausencia de la menstruacion). La falta de ovulacién es una
consecuencia de la secrecion anormal de estrégenos. Estas alteraciones se suelen

presentar desde la menarquia (Franks, 2005; Merino y col., 2009).

Los ovarios poliquisticos son otra caracteristica del sindrome, la morfologia de estos
ovarios se caracteriza por aumento en su tamano y por la presencia de una cdpsula
regular pero engrosada y desprovista de vascularizacion, los quistes se caracterizan por
presentar pocas capas de células de la granulosa, hiperplasia de las células tecales-
estromales y un area estromal extendida. Los ovarios pueden presentar mas de doce
quistes en la periferia de uno o de ambos ovarios (Moran, 2006). En ocasiones se produce

ovulacion y se puede presentar un cuerpo lUteo o un cuerpo blanco (Yen, 2001).
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Las mujeres con SOPQ también pueden desarrollar alteraciones metabdlicas: alrededor

del 50% de las mujeres con la patologia son obesas, aumenta el riesgo de cdncer de

endometrio, enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus (Yen, 2001).

Etiologia

En la actualidad se desconoce la etiologia del SOPQ, sin embargo con el uso de modelos

experimentales se han propuesto algunas hipétesis (Matalliotakis, 2006):

% Hipotesis de LH

Algunos autores sugieren que existe una alteracién en el sistema nervioso central, en
donde el aumento en los pulsos de GnRH podria iniciar el trastorno; que se refleja en el
aumento y amplitud de los pulsos de secrecién de LH, teniendo como resultado
hiperandrogenismo y anovulacién (Matalliotakis y col., 2006). Cuando se presenta de
manera crénica el hiperandrogenismo ovarico, se genera aromatizacidon excesiva de los
andrégenos, lo que da como resultado el incremento en los estrégenos circulantes, que a
su vez actuan sobre la hipdfisis mandando una senal de retroalimentacién negativa lo que
produce aumento en la liberacién de LH, e inversamente, ocasionan la disminucién en la
sintesis de FSH, quiza por aumento en la concentracidn de inhibina ovarica, dando como
resultado el incremento en la relacién de LH/FSH, en una proporcion mayor a dos (Yen,

2001; Franks, 2005; Matalliotakis y col., 2006; Arenas y col., 2009).
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#% Hipotesis de la insulina

El principal defecto es la accién de la insulina, que ocasiona hiperinsulinemia, el resultado

es un exceso en la secrecion de andrdégenos y anovulacién (Matalliotakis y col., 2006).

En mujeres con la patologia, cuando los concentraciones de insulina en suero son altas, la
testosterona circulante aumenta (Matalliotakis y col., 2006). El efecto tréfico de la LH,
regulador indispensable en la esteroidogénesis por las células tecales, es incrementado
por la insulina y el IGF-I (que actua como gonadotropina) y ello induce la sobre expresiéon
del complejo enzimatico P450c17, enzima limitante en la biosintesis de andrdégenos, lo

que provoca el aumento de esta hormona (Yen, 2001; Matalliotakis y col., 2006).

#% Hipotesis del ovario

Plantea que el defecto primario es la sintesis o el metabolismo de los esteroides, que

origina el exceso en la secrecidn ovdrica de andrégenos y como resultado la anovulacién.

Ante el estimulo de la LH, en las células de la teca aumenta la actividad de la enzima 17a-
hidroxilasa (enzima involucrada en la sintesis de 17a-hidroxiprogesterona a partir de la
progesterona), de ahi que el defecto se origina en células de la teca. La alteracién de esta

enzima resulta en el hiperandrogenismo ovarico (Matalliotakis y col., 2006).

La secrecidn de estrégenos, se caracteriza por el aumento en la concentracién de estrona
en suero, que es mayor a la concentracidon que caracteriza la fase temprana del ciclo
menstrual normal, y en contraste con la concentracidon de estradiol que es similar a la
observada en la fase folicular temprana. Esto es el resultado de la aromatizacion periférica
de androstenediona y testosterona a estrona y estradiol, respectivamente; siendo mayor
la conversidn a estrona al ser la androstenediona el andrégeno ovarico predominante en

las mujeres con el SOPQ (Matalliotakis y col., 2006; Arenas y col., 2009).
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Secuelas y Tratamientos

Una de las principales secuelas del SOPQ es la anovulacién, que puede llevar a la
infertilidad. En la clinica, para inducir la ovulacion cominmente se utilizan agentes
antiestrogénicos como el citrato de clomifeno. Cuando la paciente no responde a este
tratamiento se le administra directamente FSH o bien se recurre a la reseccién en cufia de

los ovarios a nivel del hilio (Yen, 2001; Moran, 2006).

Para tratar el hiperandrogenismo ovdrico frecuentemente se utilizan los anticonceptivos
orales. En las pacientes que presentan aumento en la concentracién de andrégenos vy
disminucion en la globulina transportadora de hormonas esteroides (SHBG) se puede
presentar un alto indice de obesidad, lo cual conlleva a incrementar la probabilidad de
desarrollar enfermedades cardiovasculares. En estas situaciones se recomienda llevar una
dieta y realizar ejercicio para disminuir la masa corporal y normalizar la concentracién de

andrégenos (Yen, 2001).

SOPQ en la Rata

Los estudios en torno al SOPQ se han basado en observaciones clinicas y experimentales.
La induccion del SOPQ se ha realizado mediante el uso de diferentes farmacos (Singh,
2005), entre los cuales se encuentra el valerato de estradiol (VE), un estrégeno de larga
actividad con una vida media de 15 dias (Krishna, 2005). La administracidon de estrégenos
en ratas hembras durante su vida postnatal, produce estro persistente y anovulacidn
durante la etapa adulta. Las caracteristicas que definen al SOPQ se observan a partir de los

dos meses de haber realizado la administracion de VE (Krishna, 2005).

Brawer y colaboradores en 1986 observaron que después de 16 a 20 dias de haber
administrado el VE, los animales presentan ciclos estrales caracterizados por estro
persistente y anovulacién, lo cual indica la ausencia del pico preovulatorio de la LH,
ademas se presenta una progresiva disminucion de foliculos primarios y secundarios, y la

atresia aumenta en foliculos secundarios. Después de las 8 a 9 semanas de la
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administracion se observan los quistes ovaricos, y existe disminucién significativa de la LH

y FSH (Brawer y col., 1986).
Participacion de la inervacion en el desarrollo del Sindrome del Ovario Poliquistico

Las células teco-intersticiales en cultivo tiene la capacidad de secretar andrégenos en
respuesta a la LH, la cual se ve amplificada por la NA (Dyer y Erickson, 1985). De igual
manera, se ha mostrado que en el modelo ex vivo, cuando se aisla el ganglio celiaco-NOS-
ovario en el primer estro, diestro o estro de la rata, la estimulacién del ganglio con NA
resulta en el incremento de la secrecidon de androstenediona por parte del ovario (Delgado
y col., 2010). Este mismo efecto se observa en la rata adulta en el dia del diestro 2 (Bronzi
y col.,, 2011), evidencias que sugieren que la NA estimula la secrecién de andrdgenos
ovdricos. Cuando se pierde la homeostasis en la concentracidon de la NA ovarica pueden

originarse patologias como el SOPQ (Laray col., 1993).

El hiperandrogenismo que caracteriza a la hembra con SOPQ podria ser el resultado del
incremento de la concentracidon de NA ovarica, en respuesta a la mayor actividad de las

fibras simpaticas que llegan al ovario (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993).

La inyeccién i.m de VE induce en el ovario aumento en la sintesis del factor de crecimiento
neural (NGF), y de su receptor de baja afinidad el p75. La unién del ligando a su receptor
origina una cascada de sefalizacion en ganglio celiaco, que se traduce en el aumento de
la tirosina hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de catecolaminas), lo que favorece
una mayor sintesis de NA en el ganglio, ésta es transportada por el NOS hacia el ovario
(Lara y col., 2000). En la rata con SOPQ, la sobre estimulacidn del sistema simpdtico del
ovario por la activacion de los receptores B—adrenérgicos con isoproterenol (agonista

adrenérgico), incrementa la sintesis de hormonas esteroides (Barria y col., 1993).

Se acepta que el SOPQ puede originarse en respuesta al aumento en la actividad del NGF y
de su receptor. En apoyo a esta idea se ha mostrado que la administracidon del anticuerpo
a la neurotrofina (NGF-AB) resulta en el incremento del nimero de foliculos antrales y la

disminucion de foliculos quisticos (Lara y col., 2000), estas son evidencias que apoyan la
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participacién de la inervacién extrinseca del ovario en el desarrollo y mantenimiento de la
patologia. De igual manera, en el animal con SOPQ la disminucién del tono simpatico del
ovario por la seccién bilateral del NOS, restablece las funciones ovaricas (Barria y col.,

1993).

Para saber si el SOPQ se debe a la hiperactividad simpdtica que se presenta en la
patologia, se realizé la seccidon unilateral del NOS, esperando que el ovario denervado
fuese en el que se restablecieran sus funciones. Lo que se observd fue lo contrario, en el
ovario inervado se restablecié la ovulacién mientras que el denervado mantuvo su
condicidn quistica, estos resultados sugieren que ademas del aumento de NA ovdrica,
otros neurotransmisores que llegan al ovario por el NOS podrian estar participando en el

desarrollo del SOPQ (Morales-Ledesma y col., 2010).

Ademads del aumento ovarico de la NA asociado con el desarrollo del SOPQ, se ha
reportado que el VIP podria ser un factor importante en la patologia. Se ha sugerido que el
VIP podria estar estimulando la actividad esteroidogénica del animal con el sindrome, ya
gue cuando se realiza el cultivo de ovarios, provenientes de animales tratados con VE, en

presencia de VIP incrementa la secrecion de andrégenos y estrégenos (Parra y col., 2007).

Por otra parte en animales con SOPQ, cuando el ovario denervado es estimulado con VIP
se observa una respuesta asimétrica al estimulo, ya que la microinyeccion del péptido en
la bursa del ovario izquierdo incrementa la concentracidn de testosterona, efecto que no
se produce en el ovario derecho. Resultados que llevaron a sugerir que en los ovarios
existe una expresion diferente de los receptores a VIP o bien, que la informacién neural

que transcurre por el NOS izquierdo es diferente a la del derecho (Rosas, 2011).
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R Planteamiento del problema

Planteamiento del problema

El SOPQ es la principal causa de infertilidad en la mujer. Se caracteriza por
hiperandrogenismo, anovulacidn y presencia de quistes foliculares. En la actualidad se
desconoce cudl es el factor primario que provoca el desarrollo de esta patologia. La
etiologia del SOPQ ha sido atribuida a la hiperactividad de las fibras simpaticas que

conforman el NOS.

El VIP es un neurotransmisor que ingresa al ovario por el NOS, se ha descrito que este
péptido modula de manera estimulante la esteroidogénesis ovdrica. El papel del VIP se ve
amplificado en el animal con SOPQ, ya que si se cultiva el ovario en presencia de VIP, la
concentracion de estradiol y testosterona incrementa. Si el VIP es administrado en la
bursa del ovario izquierdo incrementa la concentracién de testosterona, siempre y cuando
el ovario se encuentre privado de la informacién que transcurre por el NOS. Estas
evidencias permiten sugerir que el VIP puede ser otro factor involucrado en el origen del

sindrome.

Dado que por el NOS llega al ovario NA y VIP, se decidié analizar el papel del péptido en la
capacidad esteroidogénica y de sintesis de monoaminas en el ovario. Para ello,
primeramente se analizé en la rata adulta ciclica, el efecto del bloqueo de los receptores a
VIP sobre la respuesta esteroidogénica y la concentracion de monoaminas ovaricas.
Posteriormente, se realizé la misma evaluacién en el modelo del animal con SOPQ. En
ambos modelos animales se administré a los 68 dias de edad, en el dia del estro, el
blogqueador de los receptores a VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho y se

sacrificaron a los 30 minutos.
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Hipoétesis

Si el VIP estimula la actividad esteroidogénica del ovario, entonces el bloqueo de los
receptores al péptido resultard en una menor secrecion de hormonas esteroides ovaricas.
Dado que en el animal con SOPQ aumenta la concentracién ovarica de VIP, que se traduce
en una mayor secreciéon de andrdégenos y estrégenos, entonces el bloqueo de los
receptores VIPérgicos en el ovario del animal con sindrome, disminuird la respuesta

esteroidogénica en funcidn del ovario en estudio.

Objetivo General

Analizar los efectos del bloqueo agudo de los receptores VIPérgicos del ovario en el animal

ciclico y en el modelo del animal con sindrome del ovario poliquistico.

Objetivos Particulares

a Analizar en el modelo del animal con ovario poliquistico inducido por la inyeccién
de VE, el inicio de la pubertad, el patrén del ciclo estral, la respuesta ovulatoria
espontanea, la concentracion de hormonas esteroides en suero y de monoaminas
en ovario.

Q Evaluar en ratas hembras adultas ciclicas y en ratas con SOPQ el efecto inmediato
del bloqueo de los receptores VIPérgicos en la etapa del estro, sobre la
concentracion de progesterona, testosterona y estradiol en suero.

& Evaluar en ratas hembras adultas ciclicas y en ratas con SOPQ, el efecto agudo (30
minutos) del bloqueo de los receptores VIPérgicos en la etapa del estro, sobre la

concentracion de monoaminas ovaricas.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembra neonatas de la cepa CllI-ZV que al momento del
nacimiento, considerado como dia cero, fueron agrupadas en camadas de cinco hembras y
un macho. Las crias se dejaron con la madre hasta el dia del destete (dia 24 de vida) y se

mantuvieron con libre acceso al agua y al alimento hasta el momento del sacrificio.

Todos los animales fueron mantenidos a una temperatura controlada de 22+2°C con un
fotoperiodo de 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a las 19:00
h).

Durante la investigacién se siguieron las normas establecidas por la Ley Mexicana de
Proteccién Animal para el Uso de Animales de Experimentacién (NOM-062-ZO0-1999,

Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio).

Diseiio Experimental

Se utilizaron de ocho a diez animales por grupo experimental. Todos los
procedimientos quirudrgicos fueron realizados bajo anestesia con éter a los 60 dias de
edad, en la etapa del estro, entre las 10:30 y 11:30 h. Los animales fueron sacrificados a

los 30 minutos de la cirugia.

El VE (Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA) se disolvié en aceite de maiz. El VIP hibrido
(ILis*, Pro®>, Arg>*, Tyr®]-VIP; Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA), antagonista de los

receptores de VIP, se prepard en solucién salina a una concentracién de 10° M.

El SOPQ fue inducido por la inyeccidn intramuscular (i.m.) de una dosis de VE (2.0 mg/0.1
ml), a los 10 dias de vida del animal. Como grupos control se utilizaron animales
inyectados i.m. con 0.1 ml de aceite de maiz (Vh) o animales que no tuvieron ningun tipo

de tratamiento y que fueron designados como testigos absolutos (TA) (Figura 9).
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En los animales tratados con VE, el monitoreo de la canalizacién vaginal se inicié un dia

después de la administracién del fdrmaco, en tanto que en el grupo TA o Vh, la apertura
vaginal se verificd a partir de los 30 dias de vida. Una vez que los animales canalizaron
vagina, se realizd la toma de frotis vaginal diario entre las 9:00 y las 10:00 h por un
periodo de ocho dias, que corresponden a dos ciclos estrales. La toma de frotis se reiniciod

por ocho dias mds, una vez que los animales cumplieron 60 dias de edad.

Ratas Hembras 10 dias

Cepa CII-ZV
|
| | |
TA Vh VE
| | |
|
60 dias 60 dias (ESTRO)
Sacrificio en estro
| |
20ul Ant VIP (10°¢ M) 20ul SS
| |
|
| I
01 OoD

Sacrificio 30 minutos

Figura 9. Esquema que muestra los grupos experimentales utilizados para evaluar los efectos agudos del
bloqueo de los receptores VIPérgicos del ovario en el animal ciclico y en el modelo del animal con sindrome
del ovario poliquistico. TA, Testigo absoluto; Vh, Vehiculo; VE, Valerato de estradiol; VIP Hyb, Antagonista de

los receptores a VIP; SS, Solucion Salina; Ol, Ovario lzquierdo; OD, Ovario derecho.
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¥ Administracion del antagonista de los receptores a VIP o de la Solucidn Salina

A los 60 dias de edad, en la etapa del estro, las ratas tratadas con Vh o VE fueron
anestesiadas con éter y sometidas a una incision dorsolateral de piel y mudsculo. Uno de
los ovarios (izquierdo o derecho) fue expuesto e inyectado en la bursa ovarica con 20 pl
del antagonista de VIP 10°M o con solucién salina (SS) [NaCl al 0.9%]. La aguja se
mantuvo dentro de la bursa ovdrica durante 1 minuto para asegurar que el péptido no
salga del tejido ovarico. Al cabo de este tiempo, el ovario fue regresado a la cavidad

abdominal y la herida se suturd (Figura 9).

¥ Procedimiento de Autopsia

Todos los animales fueron pesados y sacrificados en la etapa del estro por
decapitacion. La sangre del tronco fue colectada en tubos de ensaye y se dejé coagular
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente fue centrifugada a 3500 rpm por
un lapso de 15 min. El suero obtenido fue dividido en alicuotas con ayuda de una
micropipeta y almacenado a -20°C hasta la cuantificacién de progesterona, testosterona y

estradiol por radioinmunoanadlisis (RIA).

El Utero, los ovarios y las glandulas adrenales fueron disecados y pesados en balanza
analitica. Los oviductos fueron revisados en un microscopio estereoscdpico para realizar el
conteo de ovocitos liberados. De cada grupo experimental, los ovarios de cinco animales
fueron disecados y almacenados a -70°C hasta la cuantificacién de las monoaminas por la

técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
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¥* Cuantificacion de Hormonas Esteroides en suero

La cuantificacion de Progesterona, Testosterona y Estradiol se realizé en suero por
RIA de fase sdlida, con un Kit Coat-A-Count (Diangnostic Products, Los Angeles, CA, USA).
En tubos de polipropileno que contienen un anticuerpo especifico (anti-progesterona,
anti-estradiol, anti-testosterona) se adicionaron 100 pl de muestra problema, excepto
para la cuantificacién de testosterona, para lo cual se adicionaron 50 pl, y 1 ml de la

125 La mezcla se agité en un vértex por un minuto y se incubd

hormona radioactiva /
durante tres horas a temperatura ambiente, después se decantd y finalmente con la
ayuda de un contador de rayos gamma (modelo Cobra 5005, Packard ™) se determiné la
concentracién de las hormonas en funcién de las cuentas por minuto y de una curva de
calibracidn. La concentracion de estradiol y testosterona fue expresada en pg/ml de suero,

y la de progesterona en ng/ml de suero.

La cuantificacion de las Hormonas se realizé en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del
Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricidn “Salvador Zubiran”.
* Cuantificacion de Monoaminas y sus Metabolitos en ovario

En los ovarios almacenados a -70°C se realizé la cuantificacion de monoaminas:
Noradrenalina (NA), Dopamina (DA), serotonina (5-HT) y sus respectivos metabolitos [4-
Hidroxi-3-metoxifenilglicol (MHPG), 3-4-dihidroxifenilacético (DOPAC), y el &acido 5-
Hidroxiindol-3-acético (5-HIAA)]. La concentracion de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos en
ovario se cuantificd por HPLC. Cada ovario fue pesado y homogeneizado con ayuda de un
sonicador en un volumen de 500 pl de acido perclérico 0.1 M. El homogenado se
centrifugd a 12,000 rpm a -4°C por 30 min. El sobrenadante se filtré a través de una malla
de celulosa con un poro de 0.2 um de diametro. En el sistema de cromatografia de
liquidos se inyectaron 20 ul de la muestra problema. La validacién del método se realizo
utilizando concentraciones conocidas de los estandares (0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 ng en 20 ul). La

concentracion de cada neurotransmisor y de su metabolito se expresé en pg/mg de tejido.
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Analisis Estadistico

El peso corporal, el peso de los érganos (ovarios, glandulas adrenales y utero), la
concentracion de hormonas esteroides en suero y la de monoaminas y sus metabolitos en
ovario fueron analizadas por la prueba de Andlisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA)

seguida por la prueba de Tukey-Kramer.

Las diferencias entre dos grupos experimentales se analizaron con la prueba “t” de

Student.

El nUmero de ovocitos liberados, la edad de apertura vaginal y del primer estro se analizé

por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de Dunn.

Las diferencias entre dos grupos experimentales se analizaron con la prueba de U de

mann-Whitney

La tasa de animales ovulantes fue analizada por la prueba de Fisher o de Xi?.

Las diferencias cuya probabilidad fue menor o igual a 0.05 se consideraron como

estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1
Efectos de la inyeccion del antagonista de los receptores a VIP en la bursa
del ovario de animales ciclicos
Concentracion de Hormonas Esteroides
Con respecto al grupo con SS, la inyeccion del antagonista de VIP en la bursa del ovario
izquierdo resultd en menor concentracion de testosterona en suero, contrario a lo
ocurrido en el ovario derecho. Sin cambios en la concentracion de progesterona vy

estradiol respecto a su grupo de comparacion (Figura 10).
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¥ p < 0.05 vs. Vh SS (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey).
Figura 10. Media  e.e.m. de la concentracién de progesterona, testosterona y estradiol en suero
de animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados con vehiculo (Vh) y a los 68 dias de
edad en la etapa del estro, fueron inyectados con solucidn salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant

VIP) en la bursa del ovario izquierdo o derecho y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.
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Concentracion de Monoaminas ovaricas

En comparacién a su grupo control, la concentracién de NA o de MHPG en el ovario de
animales tratados con Vh no se modificé por efectos de la inyeccién de SS o del

antagonista de VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho (Figura 11).

La inyeccion del antagonista de VIP en la bursa del ovario izquierdo resulté en una menor
concentracion de DA y DOPAC en el ovario, mientras que en el ovario derecho no se

modifico (Figura 11).

La concentracion ovdrica de 5HT y de su metabolito no se modificd por accion del

antagonista a VIP (Figura 11).
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Figura 11. Media + e.e.m. de la concentracion de catecolaminas en el ovario de animales testigo
absoluto (TA) o de animales inyectados con vehiculo (Vh) y a los 68 dias de edad en la etapa del

estro, fueron inyectados con solucidn salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant VIP) en la bursa del

ovario izquierdo o derecho y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.
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EXPERIMENTO 2

Efectos de la inyeccion de Valerato de Estradiol en ratas de 10 dias de

edad, sacrificadas en la etapa adulta

Peso corporal y pesos relativos de Ovarios, Utero y Adrenales

En comparacién con el grupo TA, la administracién de Vh resulté en menor masa ovarica.
En comparacién al grupo inyectado con el Vh, el tratamiento con VE resulté en un menor

peso del utero (cuadro 1).

Cuadro 1. Media + e.e.m. del peso corporal y del peso relativo (mg/100g) de la masa ovarica, del
Utero y la masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados i.m. con el
vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sacrificados en la etapa adulta,
en el dia del estro.

Peso
Masa Ovarica Masa adrenal

Corporal

222.8+4.6 25.8+0.9 121.2+3.9 20.5+0.8
219.8+10.8 22.7+0.4¢ 129.4+2.5 18.7+1.1
192.0+11.9 241+14 95.0 £9.1* 222 +1.7

® p <0.05vs. TA; *¥p <0.05 vs. Vh (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).
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Inicio de la Pubertad

La inyeccién del Vh no modificd la edad de apertura vaginal ni del primer estro en
comparacion con el TA. La administracién de VE resulté en un adelanto en la edad de

apertura vaginal y del primer estro vaginal con respecto al grupo Vh (cuadro 2).

Cuadro 2. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal (EAV) y primer estro vaginal (PEV) de
animales testigo absoluto (TA) o inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE)
a los 10 dias de edad.

36.2+0.5 38.5+0.6
39.2+0.9 425+1.1
17 +0.2* 17.3+0.3*

* p <0.05 vs. Vh (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de Dunn).
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Ciclo Estral

En relacién al grupo TA, la inyeccidon del Vh no modificé el patrén del ciclo estral. Las
hembras inyectadas con VE presentaron alteraciéon de su ciclo, caracterizado por la

presencia de diestros, precedido de estro y ausencia de proestro (Figura 10).

E
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Figura 12. Patron representativo del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o inyectados
i.m. con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sacrificados a los 68

dias, en la etapa del estro.
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Respuesta Ovulatoria

La inyeccién del Vh no modificé la tasa de animales ovulantes, ni el nUmero de

ovocitos liberados, en relacion al grupo TA. Cuando los animales fueron inyectados con el

VE sélo un animal ovuld y liberd nueve ovocitos en total (cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados

de animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados i.m. con vehiculo (Vh) o valerato de

estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sacrificados a los 68 dias de edad, en la etapa del estro.

Tasa de animales
ovulantes por ovario

Niumero de ovocitos liberados

por ovario

lIzquierdo Derecho

lzquierdo

Derecho

Total

10.0+0.8

89+1.2

@ p<0.05 vs. Vh (prueba de Xiz). El valor entre paréntesis representa el nUmero de ovocitos liberados por
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Concentracion de Hormonas Esteroides

La inyeccidon i.m. del VE resultd en una mayor concentracion de progesterona vy
testosterona en suero, sin cambios en la concentracién de estradiol respecto a su grupo

Vh (Figura 13).
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® p<0.05vs. TA; *¥p < 0.05 vs. Vh (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).

Figura 13. Media * e.e.m. de la concentracidon de progesterona, testosterona y estradiol en suero
de animales testigo absoluto (TA), inyectados i.m. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a

los 10 dias de edad y sacrificados a los 68 dias de edad, en la etapa del estro.
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Concentracion de Monoaminas Ovaricas

En comparacién con el TA, la inyeccién i.m. del Vh no modificé la concentracion de NA ni
de MHPG en el ovario. En animales tratados con VE la concentracidn ovdrica de NA y

MHPG fue mayor con respecto al grupo Vh (Figura 14).

Cuando se compara con el grupo TA, la inyeccién del Vh disminuyé la concentracién de DA
e incrementd la de su metabolito. El tratamiento con VE resultdé no modifico la
concentracion de DA y disminuyd la concentracidon ovdrica del metabolito en relacién al

grupo Vh (Figura 14).

Respecto al grupo TA, la inyeccion del Vh disminuyd la concentracion de 5-HT e
incrementd la de su metabolito. El tratamiento con VE resultd incrementd la
concentracion de 5-HT y no modificd la concentracidon ovarica del metabolito en relacion

al grupo Vh (Figura 14).
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Figura 14. Media

Serotonina (5-HT), y sus respectivos metabolitos MHPG, DOPAC y 5-HIAA en el ovario de

animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados i.m. con vehiculo (Vh) o valerato de

+ e.e.m. de la concentracién de Noradrenalina (NA), Dopamina (DA) y

.08

VE

estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sacrificados a los 68 dias de edad, en la etapa del estro.
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EXPERIMENTO 3
Efectos de la inyeccion unilateral del antagonista de los receptores a VIP en

la bursa del ovario de animales con SOPQ

Peso corporal y pesos relativos de Ovarios, Utero y Adrenales

En el animal con VE, la inyeccién de SS en el ovario izquierdo no modificod el peso del
Utero, masa adrenal y ovarica, cuando la SS se inyectd en el ovario derecho sélo disminuyé

la masa ovarica (Cuadro 4).

En animal tratado con VE la administracién del antagonista de VIP en la bursa del ovario
izquierdo disminuyd el peso de la masa ovarica, del Utero y adrenal. La administracion del

antagonista en el ovario derecho disminuyd el peso del Gtero y la masa adrenal.

Cuadro 4. Media + e.e.m. del peso corporal y del peso relativo (mg/100g) de la masa ovarica, del
utero y la masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados i.m. a los 10
dias de edad con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE). A los 68 dias de edad, en la etapa
del estro, fueron inyectados con la solucion salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant VIP) en la bursa

del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.

Masa Ovadrica Utero Masa Adrenal
Vh SSOI 26.5+1.2 130.5+6.9 21.1+0.7
VE SSOI 23.8+1.3 113.8+6.6 20.3+0.9
Vh AntVIP Ol 27.7+1.3 131.6 +5.7 22.8+1.1
VE AntVIP OI 13.2+1.1% 87.7 £ 8.2% 10.0+1.6%

Masa Ovarica Utero Masa Adrenal
Vh SSOD 27.3+0.9 133.8+7.5 20.2+1.1
VE SSOD 227 +2.3% 1089+7.5 24.1+0.7
Vh AntVIP OD 25.9+0.9 134.1+5.9 242 +1.9
VE AntVIP OD 25.4+1.9 106.8 +6.1% 143+1.1%

*p < 0.05 vs. Su Vh (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En los animales tratados con VE, la inyeccion de SS en la bursa del ovario izquierdo no
modificd la concentracion de progesterona en suero con respecto a su grupo de
comparacion (Figura 15A). La inyeccion del antagonista de VIP en el ovario izquierdo de
animales tratado con VE resultd en una menor concentracién de la hormona respecto a su

grupo Vh (Figura 15A).

La concentracion de progesterona en los animales tratados con VE no se modificé
por efecto de la inyeccion de SS en la bursa del ovario derecho (Figura 15B), contrario a lo
observado ante la administracién del antagonista de VIP que resultd en la disminucién de
la concentracion de la hormona en comparacion a su grupo control y al grupo tratado con

VE e inyectado con SS (Figura 15B).

PROGESTERONA

A B
40 - 40 - : M g
30 - * 30 - :
E E *
320 5201
10 - 10
0 - 0 -

Vh VE Vh VE Vh VE Vh VE

SS Ol Ant VIP Ol SS oD Ant VIP OD

%p < 0.05 vs. Vh; 4 p<0.05 vs. VE SSOD (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona en suero de animales que a los 10
dias de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE) y a los 68
dias de edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la solucién salina (SS) o el antagonista
de VIP (Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) (A) o derecho (OD) (B) y sacrificados a los 30

minutos de la cirugia.

YNavia Jsabel Damivez Sixtos




En animales tratados con VE, la inyeccidén de SS en la bursa del ovario izquierdo

resulté en una menor concentracién de testosterona en suero con respecto a su grupo
control, mientras que la inyeccion del antagonista de VIP la incrementd (Figura 16A). Al
comparar los grupos inyectados con VE se observé que la inyeccién del antagonista de VIP

resulté en una mayor concentracién de testosterona en suero (Figura 16A).

Los animales tratados con VE e inyectados con SS o el antagonista de VIP en la
bursa del ovario derecho presentaron aumento en la concentracién de testosterona en

suero respecto a su grupo control (Figura 16B).

TESTOSTERONA

* 30 -~

30 -

Vh VE Vh VE Vh VE Vh VE
SS Ol Ant VIP Ol SSOD Ant VIP OD

¥p <0.05 vs. Vh; ® p<0.05vs. VE SSOI (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).

Figura 16. Media * e.e.m. de la concentracidn de testosterona en suero de animales que a los 10
dias de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE) y a los 68
dias de edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la solucién salina (SS) o el antagonista
de VIP (Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) (A) o derecho (OD) (B) y sacrificados a los 30

minutos de la cirugia.
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En comparacion con el grupo Vh, en los animales tratados con VE e inyectados con
SS o el antagonista de VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho no se modificé la
concentracion de estradiol en suero (Figura 17A y B). Al comparar los grupos tratados con
VE, se observé una mayor concentracién del estrégeno ante la inyeccién del antagonista

de VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho (Figura 17Ay B).

A ESTRADIOL B
100 - ¢

poee |

Vh VE Vh VE Vh  VE Vh  VE
SS Ol Ant VIP Ol SSOD Ant VIP OD

4 p<0.05vs. VESS (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer).

Figura 17. Media + e.e.m. de la concentracidn de estradiol en suero de animales que a los 10 dias
de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el valerato de estradiol (VE) y a los 68 dias de
edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la solucidn salina (SS) o el antagonista de VIP
(Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) (A) o derecho (OD) (B) y sacrificados a los 30

minutos de la cirugia.
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Concentracion de monoaminas ovaricas

NA y MHPG

En los animales tratados con VE, la inyeccidon de SS en la bursa del ovario izquierdo
resultd en una mayor concentracion de NA (Figura 18A), efecto que se amplifica ante la
inyecciéon del antagonista de VIP, respecto a su grupo control y al grupo tratado con VE e

inyectado con SS (Figura 18A).

La inyeccidn de SS en la bursa ovdrica izquierda de animales tratados con VE no modificé
la concentraciéon de MHPG, mientras que la inyeccidon del antagonista de VIP resultd en
una mayor concentracién ovarica de MHPG en comparacion a su grupo control y al grupo

tratado con VE e inyectado con SS (Figura 18C).
En comparacién a su grupo control, la concentracion de NA o de MHPG en el ovario de

animales tratados con VE no se modificé por efectos de la inyeccién de SS o del

antagonista de VIP en la bursa del ovario derecho (Figura 18B y D).
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Figura 18. Media + e.e.m. de la concentracion de Noradrenalina (NA) y su metabolito (MHPG) en
ovario de animales que a los 10 dias de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el
valerato de estradiol (VE) y a los 68 dias de edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la
solucién salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o

derecho (OD) y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.
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Dopaminay DOPAC

En animales tratados con VE la inyeccién de SS o del antagonista de VIP en el
ovario izquierdo incrementd la concentracion de dopamina respecto a su grupo de

comparacion (Figura 19A).

En comparacion a su grupo control, la inyeccién de SS en la bursa del ovario
izquierdo en animales tratados con VE resulté en una mayor concentraciéon de DOPAC en
el ovario, semejante a lo observado por la inyeccién del Antagonista de VIP, aunque no

fue estadisticamente significativo (Figura 19C).

La inyeccion de SS o del antagonista de VIP en la bursa del ovario derecho de animales
tratados con el VE no modificé la concentracion ovarica de dopamina (Figura 19B) ni de

DOPAC en comparacion a su grupo control (Figura 19D).
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Figura 19. Media + e.e.m. de la concentracion de Dopamina (DA) y su metabolito (DOPAC) en
ovario de animales que a los 10 dias de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el
valerato de estradiol (VE) y a los 68 dias de edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la
solucidn salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o

derecho (OD) y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.
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Serotoninay 5-HIAA

En animales tratados con VE, la inyeccidn de SS en la bursa del ovario izquierdo
resulté en una mayor concentracién de serotonina en el ovario, efecto que no se observd
cuando se administré el antagonista de VIP, con respecto a su grupo de comparacién

(Figura 20A).

La concentracién de 5-HIAA en el ovario de animales tratados con VE e inyectados
en la bursa del ovario izquierdo con SS o el antagonista de VIP fue mayor en comparacion

a su grupo control (Figura 20C).

La concentracién ovarica de serotonina en animales tratados con VE e inyectados
con SS en la bursa del ovario derecho no se modificé respecto a su grupo de comparacién
(Figura B). Cuando se inyectd el antagonista de VIP en la bursa del ovario derecho de
animales tratados con VE se observé aumento de la concentracién de serotonina ovarica
en comparacién a su grupo control y al grupo tratado con VE e inyectado con SS (Figura

20B).

La concentracién ovarica de 5-HIAA no se modificé al inyectar SS en la bursa del
ovario derecho de animales tratados con VE en comparacién a su grupo control. Cuando
los animales tratados con VE fueron inyectados con el antagonista de VIP en la bursa del
ovario derecho se observd aumento en la concentracién de 5-HIAA con respecto a su

grupo de comparacion (Figura 20D).
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Figura 20. Media + e.e.m. de la concentracion de Serotonina (5-HT) y su metabolito (5-HIAA) en
ovario de animales que a los 10 dias de edad fueron inyectados i.m. con el vehiculo (Vh) o el
valerato de estradiol (VE) y a los 68 dias de edad, en la etapa del estro, fueron inyectados con la

solucidn salina (SS) o el antagonista de VIP (Ant VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o

derecho (OD) y sacrificados a los 30 minutos de la cirugia.
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Discusion

El bloqueo de los receptores a VIP puede indicar de manera indirecta la modulacion que
ejerce el péptido en la esteroidogénesis ovarica. Asi, en el animal ciclico regula de manera
asimétrica la sintesis de testosterona y no parece regular la de progesterona y estradiol.
En el animal con SOPQ el bloqueo de los receptores a VIP en el ovario izquierdo o derecho

estimula la secrecion de testosterona y estradiol e inhibe la de progesterona.

Como ha sido reportado en la literatura, en el presente estudio se observé que el
tratamiento con una dosis de VE en la etapa infantil induce el SOPQ caracterizado por
adelanto en el inicio de la pubertad (Rosa E-Silva y col., 2003), bloqueo de la ovulacion
(Brawer y col 1986; Azziz y col., 2006), aumento en la concentracion de testosterona en
suero (Rosa E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col.,, 2010) y de NA en el ovario

(Barria y col., 1993).

Sotomayor-Zarate y colaboradores (2008) observaron que el tratamiento con VE en
la etapa neonatal aumenta el peso del utero. Lo que fue asociado por una mayor
incidencia de Uteros balonados, y explicado con el hecho de que los animales no
presentaron un estro vaginal tipico. En el presente estudio se observé disminucion en el
peso del utero, lo que podria ser explicado por el aumento en la concentracién de
testosterona observada en nuestros animales tratados con VE. En apoyo a esta idea, se ha
reportado que la induccién del SOPQ por la administracidn de letrozol (un inhibidor de las
aromatasas) incrementa testosterona y disminuye el peso del Utero (Maliqueo y col.,

2012).

En estudios anteriores se ha mostrado que en la rata los andrédgenos aromatizables
contribuyen al proceso de canalizacion de la vagina y con ello el inicio de la pubertad. La
testosterona puede actuar directamente sobre el epitelio vaginal acelerando la apertura
vaginal, accion que no requiere del incremento en la concentracién de estradiol en suero
(Mathews y col., 1987). En el presente estudio se observd que en los animales con SOPQ

se presenta un adelanto en el inicio de la pubertad, tal y como otros autores lo han
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reportado (Rosa E-Silva y col.,, 2003; Cruz y col., 2012). Sugerimos que las altas
concentraciones que observamos de testosterona pudieran ser las responsables del

adelanto en el inicio de la pubertad.

En el presente estudio se observé que en los animales con SOPQ se bloqueé la
ovulacidn cuando las ratas alcanzaron la etapa adulta. Este resultado ha sido explicado por
algunos autores como respuesta a la disminucion en la concentracion de gonadotropinas
(Brawer y col 1986), sin embargo, nuestro grupo de trabajo mostré que no existen
cambios en la concentracion de FSH y LH en animales con SOPQ, lo que sugiere que las
gonadotropinas no juegan un papel causal en la condicién del sindrome (Morales y col.,
2010). Es posible que en la rata con SOPQ, el bloqueo de la ovulacién se deba a una
alteracion en las vias simpaticas que llegan al ovario. Esta idea se ve apoyada por el hecho
de que al disminuir el tono simpatico por la seccidn bilateral del NOS se restablece la
respuesta ovulatoria (Rosa-E-Silva y col., 2003), sin cambios en la concentracién

plasmatica de las gonadotropinas (Morales y col., 2010).

En nuestra cepa de animales observamos que la administracién de VE en hembras
infantiles resulté en la alteracidn del patrén del ciclo estral, caracterizado por la presencia
de varios diestros. Esto podria ser atribuido al incremento en la concentracién de
testosterona. El grupo de Manneras (2007) mostro que en la rata infantil al mantener altas
las concentraciones de testosterona, mediante el implante de un pellet con letrozol,

resulta en la presencia de diestros continuos.

En la rata con SOPQ se incrementa la concentracion de NA ovarica (Lara y col.,
2000). Este mismo efecto fue observado en el presente estudio, donde ademas se
incrementd la concentracion de MHPG, el metabolito de la NA. El aumento en la
concentracion ovdrica de NA podria explicarse por el incremento en la actividad de la
tirosina hidroxilasa en el ganglio celiaco (Lara y col., 2000), que es una enzima limitante en
la sintesis de catecolaminas (Fuentes y col., 1998). El hecho de que haya incrementado el

metabolito nos indica que en el ovario se acelera la degradacion de la NA.
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Garraza y colaboradores (2004) mostraron que en un sistema ex vivo del GC-NOS-
ovario, proveniente de animales en diestro 2, la estimulacién del GC con NA incrementa la
secrecidon de progesterona por el ovario. En estudios in vitro se ha observado que el VIP
estimula la secrecion de progesterona, debido al efecto estimulante de la actividad de la
enzima 3B-HSD, que interviene en el paso de pregnenolona a progesterona (Davoren y
Hsueh, 1985). Cuando la estimulacion con VIP se realiza in vivo, en el dia del estro, no se
modifica la concentracién de la hormona 24 horas después de la estimulacién (Rosas,
2011), lo cual fue atribuido a que en esta etapa del ciclo el principal aporte de
progesterona es de origen adrenal (Barco y col., 2003; Flores y col., 2008). Esto explicaria
porque en nuestros animales ciclicos en estro, 30 minutos después de haber inyectado en
la bursa ovdrica el antagonista de los receptores a VIP, la concentracién de progesterona

en suero no se modifica.

En el modelo del animal con SOPQ aumenta la actividad de las fibras simpaticas del
NOS lo que trae aparejado el incremento de la concentracidon de NA (Lara y col., 1993) y
de VIP en el ovario (Parra y col., 2007). El grupo de Rosa-E-Silva (2003) mostré que en la
rata con SOPQ incrementa la actividad de la 3B8-HSD en la pared folicular. Algunos grupos
de investigadores (Ferron y col., 1985; Nowak y Kuba; 2002) han descrito que el VIP y la
NA actian de manera sinérgica en la produccién de AMPc. Este mecanismo se presenta
también en el ovario, donde el papel estimulante del VIP en la secrecién de progesterona
es amplificado por la NA ovdrica (Garraza y col., 2004). Aun cuando no descartamos que
las altas concentraciones de progesterona observadas en el animal tratado con VE se
deban a la accién conjunta de la NA y el VIP sobre la actividad de la 3B8-HSD, sugerimos
gue el incremento en la progestina esta dado principalmente por la accién del VIP. Esto se
apoya en el hecho de que en nuestros animales con SOPQ, el bloqueo de los receptores a
VIP por la inyeccién de un antagonista en la bursa del ovario resultd en una menor

concentracion de la hormona.

La administracién de VIP en la bursa ovarica de ratas en proestro no modifica la

concentracion de NA a los 60 minutos de la estimulacion (comunicacidon directa Rosas,
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2014). En el presente estudio observamos que en el dia del estro vaginal, el bloqueo de los
receptores a VIP no modificd la concentracion de NA en el ovario, independientemente
del ovario en estudio, y sélo se observé que el ovario derecho tiene mayor capacidad para
degradar la amina. Estas evidencias nos permiten sugerir que en el animal ciclico el VIP no

participa en la regulacion de la secrecidon de NA ovdrica.

En el presente estudio mostramos de manera indirecta, que en la rata con SOPQ la
respuesta de cada ovario al VIP es diferente, esto en funcién de que el bloqueo de los
receptores a VIP resultd en una mayor concentracién de NA ovdrica sélo cuando el
antagonista se inyecta en la bursa del ovario izquierdo. Estos resultados apoyan la idea de
gue existe relacion funcional entre el VIP y la NA, tal y como se ha sefialado en el nucleo
supraquiasmatico, donde las fibras VIPérgicas establecen contacto con células

neuroenddcrinas positivas a la tirosina hidroxilasa (Mahoney y col., 2007).

La adicién de VIP al cultivo de ovario incrementa la actividad de la enzima 17a-
hidroxilasa (Johnson y col., 1994) y la concentracién de testosterona en el medio (Ahmed
y col., 1986; Parra y col., 2007). Al parecer el efecto del VIP en la secrecion de testosterona
depende del estado enddécrino del animal, esto se apoya en el hecho de que en el dia del
estro la administracion de VIP en la bursa del ovario provoca disminucion en la
concentracion de la hormona a las 24 horas del estimulo, donde ademés el ovario
izquierdo presenta mayor sensibilidad al VIP (Rosas, 2011). En el presente estudio se
observé que en los animales ciclicos existe una respuesta asimétrica de los ovarios en la
secrecidn de testosterona, ya que el bloqueo de los receptores a VIP en el ovario izquierdo
resulté en la disminucién de la concentracion de la hormona, mientras que si se
administra en el ovario derecho la respuesta es inversa. Mediante evidencias
experimentales se ha demostrado que los drganos endocrinos pares son asimétricos en
cuanto a funcién y control (Flores y col.,, 2005, 2006; Morales y col., 2011, 2012). La
respuesta asimétrica de los ovarios ante una manipulacion se ha relacionado con la

inervacién que recibe cada génada (Morales y col., 1998, Téth y col., 2007; 2008).

YDNavia Jsabel Pamivez SGixtos




R Discusion e

En la rata ciclica el blogueo de los receptores a VIP en cualquiera de los ovarios
ocasiona que el ovario no responda al VIP proveniente del NOS. En células de ovario de
gallina, la adicién de VIP estimula la expresion del ARNm que codifica para la 17a-
hidroxilasa, encargada de convertir la progesterona a androstenediona (Johnson y col.,
1994). En el presente estudio, al bloquear los efectos del VIP por el antagonista
estariamos modificando la actividad de la enzima y como consecuencia la sintesis de
andrégenos. La respuesta asimétrica del ovario en la secrecion de testosterona por efecto
del bloqueo de los receptores VIPérgicos podria ser el resultado de una diferencia en la
sensibilidad de cada ovario al péptido (ver modelo 1), tal y como ha sido previamente

sugerido (Rosas, 2011).

Se ha propuesto que en la mujer con SOPQ, el hiperandrogenismo se produce por la
alteracion en la frecuencia de los pulsos de liberacidon de la GnRH y el aumento en la
secreciéon de LH (Franks, 2005; Moran, 2006; Merino y col., 2009; Goodarzi y col., 2011).
En nuestra cepa de animales se presentd el hiperandrogenismo en respuesta a la
administracion del VE, tal y como ya ha sido reportado (Brawer y col., 1978; Morales y
col., 2010), sin embargo, por estudios previos descartamos que sea el resultado de la
alteracion en la concentracion de LH (Morales y col., 2010). Proponemos que se debe a

una mayor actividad enzimatica que facilita el paso de progesterona a testosterona.

Parra y col., (2007) mostraron por estudios in vitro que la adicién del VIP a ovarios
provenientes de animales con SOPQ incrementa la concentracion de andrégenos en el
medio de cultivo, evidencia que llevd a los autores a sugerir que el péptido modula de
manera estimulante la secrecion de andrégenos, y que puede estar participando en el
desarrollo de la patologia. Los resultados del presente estudio muestran en el animal
tratado con VE el bloqueo de los receptores a VIP, por la administracion del antagonista
en la bursa ovarica, resulta en el incremento de la concentracion de testosterona.
Resultados que nos permiten sugerir que el VIP modula de manera inhibitoria la secreciéon
de testosterona. La discrepancia con lo reportado, se puede atribuir al hecho de que ellos

tienen al ovario en condiciones in vitro, privados del aporte neural. A este respecto,
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nuestro grupo de trabajo mostrd que en la rata con SOPQ la administracién de VIP en la
bursa del ovario izquierdo no modifica la concentracién del andrégeno, contrario a lo que
ocurre cuando previo al estimulo VIPérgico se realiza la seccién del NOS (que lleva NA y
VIP), donde incrementa la concentracion del esteroide en suero (Rosas, 2011), resultados
gue nos permiten sugerir que la NA se encuentra implicada en la secrecién de la hormona,

donde el VIP podria estar modulando la accién de la NA.

En el cultivo de células de la granulosa o de ovarios completos de rata, el VIP
incrementa la secrecién de estradiol (Davoren y Huseh, 1985; Ahmed y col., 1986; Parray
col., 2007). Cuando se analiza el papel in vivo del VIP en el animal ciclico en diestro 2, se
observa que la administracién del péptido en la bursa del ovario derecho resulta en la
disminucion de estradiol a las 24 horas después de la estimulacidn, efecto opuesto al que
se produce cuando el ovario tratado es el izquierdo. Cuando el VIP se inyectd en la bursa
de animales en estro la secrecién de estradiol no se modificé. Evidencias que permitieron
sugerir que la participaciéon del VIP en la regulacién de la secrecion de estradiol es
asimétrica y que depende de la etapa del ciclo estral estudiada (Rosas 2011). En el
presente estudio se observé que en el dia del estro vaginal el bloqueo unilateral los
receptores a VIP, no modificé la concentracidn de estradiol en suero 30 min después del
bloqueo. Tomando en conjunto las evidencias, sugerimos que el efecto estimulante o
inhibitorio sobre la secrecién de estradiol depende de la etapa del ciclo estral y no tanto

del periodo transcurrido entre la administracion del antagonista a VIP.

En cultivo, el ovario de animales con SOPQ libera mayores concentraciones de
estradiol al medio que los ovarios de animales ciclicos (Barria y col., 1993). Este aumento
también se observa en el suero de animales con SOPQ y sacrificados a los 80 dias de edad
(Morales y col., 2010). En el presente estudio no observamos el incremento en estradiol,
lo que atribuimos a que nuestros animales fueron sacrificados a los 60 dias de edad, 20

dias antes de lo que se ha reportado.

Cuando se cultivan los ovarios de animales con SOPQ en presencia de VIP se observa

incremento en la secrecion de estradiol (Parra y col., 2007). En el presente estudio se
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observé que en el animal que presenta la patologia, el bloqueo de los receptores a VIP en
la bursa del ovario izquierdo o derecho resulté en el aumento de la concentracion de
estradiol en suero. Estos resultados nos llevan a plantear que el VIP modula de manera
inhibitoria la sintesis de estradiol y que su participacion en la regulacién de la secrecién
del estrégeno es mediada por las sefiales nerviosas que ingresan al ovario a través del
NOS. Esta idea se apoya en el hecho de que ante la seccion del NOS izquierdo o derecho,

el VIP no modifica la secreciéon de estradiol (Rosas, 2011).

Los resultados del presente estudio nos permiten concluir que en el modelo de Ila
rata con SOPQ el bloqueo de los receptores a VIP mediante la inyeccién del VIP hibrido en
la bursa del ovario, produce un efecto inhibitorio en la secrecién de progesterona y
estimula la concentracion de testosterona y estradiol. Resultados que nos permiten
sugerir que el VIP estd modulando de manera estimulante la actividad de 3B-HSD y de

manera inhibitoria la actividad enzimatica de 17B-HSD y de las aromatasas (modelo 2).

En el hipotdlamo las neuronas dopaminérgicas expresan receptores a VIP del tipo
VPAC2, de manera que el péptido puede regular directamente la actividad de las neuronas
dopaminérgicas (Gerhold y col., 2001). Este efecto del VIP es modulado por los estrégenos
y la progesterona (Gerhold y col., 2001). Nuestros resultados muestran que en el ovario
del animal ciclico, el VIP modula de manera estimulante la secrecion de DA, ya que la
inyeccidn del antagonista de los receptores a VIP en la bursa del ovario izquierdo resulta

en la disminucién de la concentracion de DA y de su metabolito.

En el animal tratado con VE no se modificd la concentracién ovarica de DA, tal y
como lo hemos reportado previamente (Navarrete, 2014). No descartamos que el VE haya
ejercido un efecto a nivel central. El grupo de Sotomayor-Zarate (2011) reportd que la
administracion neonatal de VE, antes de la diferenciacién hipotaldmica, induce un cambio
permanente en la densidad y en la actividad de las neuronas serotoninérgicas y
dopaminérgicas del nucleo arqueado y del hipotdlamo ventromedial (Sotomayor-Zarate y

col., 2011).
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En mujeres con estimulacién ovérica con gonadotropinas, la concentracion de 5-HT
en el fluido folicular no depende del estado de maduracién del ovocito, pero existe una
correlacién negativa entre el contenido de 5-HT y LH en el fluido folicular. Resultados que
llevaron a los autores a sugerir que la 5-HT puede modular de manera negativa la accién
de la LH en la maduracidn final del ovocito (Bddis y col., 1993). Dado que en nuestros
animales tratados con VE aumenté la concentracion de 5-HT ovarica, sugerimos que esta
amina podria estar modulando de manera negativa la respuesta del foliculo a la LH, por lo

que los animales no ovulan, tal y como ha sido sugerido (Clausell y Soliman, 1978).

Al momento no contamos con informacidn bibliografica que refiera relacién entre el
SOPQ v la concentracién de 5-HT en el ovario. Sin embargo, el presente estudio muestra
que incrementa la concentracién de la indolamina cuando en el ovario derecho se inyecta
un antagonista de los receptores a VIP. Resultados que nos llevan a sugerir que el VIP
regula de manera inhibitoria la secrecidon de serotonina ovarica. Posiblemente este papel
sea en funcién de la cantidad de fibras que recibe cada ovario, o bien, a que el nimero de
receptores o su afinidad sea diferente, lo que explicaria el por qué se presenta sélo en el

ovario derecho.

Tomados en conjunto, los resultados del presente estudio muestran que en la rata
con SOPQ el bloqueo local de los efectos del VIP en el ovario, por la administraciéon de un
antagonista no selectivo de los receptores VIPérgicos, resulté en la inhibiciéon de la
secrecion de progesterona y la estimulacion de testosterona y estradiol. La respuesta fue
asimétrica en la secrecion de aminas, cuando la evaluacién se realiza a los 30 minutos del

bloqueo de los receptores a VIP.
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Modelo 1. Efectos del bloqueo de los receptores VIPérgicos mediante la inyeccidn del VIP hibrido
en la bursa del ovario de la rata ciclica, sobre la sintesis de hormonas esteroides a los 30 minutos
del bloqueo. Receptor a VIP tipo 1, VPACL; receptor a VIP tipo 2, VPAC 2; 3R-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa, 3R-HSD; 17R-Hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17B-HSD; Noradrenalina, NA;
péptido intestinal vasoactivo, VIP; neuropéptido Y, NPY; adenosin trifosfato, ATP; adenosin
monofosfato ciclico, AMPc; mitocondria, Mit; reticulo endoplasmatico liso, REL. Cuando se
administra en la bursa del ovario izquierdo el VIP hibrido, antagonista no selectivo de los
receptores a VIP, el VIP no puede pegarse a su receptor lo que ocasiona una menor respuesta
celular en cuanto a la sintesis del AMPC, y como consecuencia disminuye la actividad de la 178-
HSD, lo que resulta en la disminucidn de la concentracidn de testosterona. Cuando el VIP hibrido
se administra en el ovario derecho se produce incremento de la testosterona, posiblemente
porque éste ovario es menos sensible al efecto del VIP hibrido, o bien el nimero de receptores a

VIP es mayor y no todos los receptores a VIP logran ser bloqueados.
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Modelo 2. Efectos del bloqueo de los receptores VIPérgicos mediante la inyeccidn del VIP hibrido
en la bursa del ovario de la rata con SOPQ, sobre la sintesis de hormonas esteroides a los 30
minutos del bloqueo. Receptor a VIP tipo 1, VPAC1; receptor a VIP tipo 2, VPAC 2; 3R-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3B-HSD; 17R-Hidroxiesteroide deshidrogenasa, 178-HSD;
Noradrenalina, NA; péptido intestinal vasoactivo, VIP; neuropéptido Y, NPY; adenosin trifosfato,
ATP; adenosin monofosfato ciclico, AMPc; mitocondria, Mit; reticulo endoplasmatico liso, REL. El
bloqueo de los receptores a VIP, por la administracién del VIP hibrido, disminuye la produccion del
AMPc y como resultado disminuye la actividad de la 38-HSD, lo que se traduce en la disminucion
en la concentracién de progesterona. En el animal con SOPQ el aumento de testosterona vy
estradiol se explica por el incremento en la concentracién de NA ovarica, donde el VIP podria estar

modulando la accidn de la NA.
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Conclusiones

El bloqueo de los receptores a VIP nos permiten inferir que el péptido:

2 En el animal ciclico modula de manera asimétrica la secrecién de testosterona,
efecto dado por la diferente sensibilidad de cada ovario al péptido.

2 ElVIP modula de manera estimulante la secrecidon de DA ovarica.

2 En el modelo del animal con SOPQ, el VIP modula de manera estimulante la
secrecion de progesterona.

2 En el modelo de la rata con SOPQ, la secrecidon de testosterona y estradiol es
regulada de manera inhibitoria por el VIP, efecto que es modulado por la NA.

2 En el modelo del animal con SOPQ, el VIP modula de manera asimétrica la

secrecion de serotonina y noradrenalina ovarica.
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