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Abreviaturas

3BHSD:

S5-HT:

S5-HIAA:

17BHSD:

Ach:

DA:

DHEA:

E2:

EGF:

FSH:

GCRP:

GCMS:

GnRH:

hCG:

HPLC:

IGF:

LC:

LDL:

LH:

MHPG:

NA:

NDR:

NGF:

3B- Hidroxiesteroide deshidrogenasa
Serotonina

Acido 5-hidroxindolacético
17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
Acetilcolina

Dopamina

Dehidroepiandrosterona

Estradiol

Factor de crecimiento epidérmico
Hormona foliculo estimulante

Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
Ganglio celiaco mesentérico superior
Hormona liberadora de gonadotropinas
Gonadotropina coridnica humana
Cromatografia de liquidos de alta densidad
Factor de crecimiento

Locus Coeruleus

Lipoproteinas de baja densidad

Hormona luteinizante

3-Methoxi-4 hidroxifenilglicol

Noradrenalina

Nucleo dorsal del Rafe

Factor de crecimiento neural
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Abreviaturas

NOS:
NPY:
NPO:
NPV:
NSQ:

OSV:

PMSG:

RIA:

SBNV:

SHBG:

SNA:

SOPQ:

SP:

T:

TA:

TAO:

TH:

VE:

VH:

VIP:

VMH-AN:

Nervio ovérico superior

Neuropéptido Y

Nervio del plexo ovarico

Nucleo paraventricular

Nucleo supraquiasmatico

Operacion simulada ventral
Gonadotropina del suero de yegua prenada
Radioinmunoanadlisis

Seccidn bilateral del nervio vago
Globulina fijadora de hormonas sexuales
Sistema nervioso autonomo

Sindrome de ovario poliquistico
Sustancia P

Testosterona

Testigo absoluto

Tasa de animales ovulantes

Tirosina hidroxilasa

Valerato de estradiol

Vehiculo

Péptido intestinal vasoactivo

Nucleo Arcuato del Hipotalamo Ventromedial
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En la rata adulta la vagotomia bilateral altera el ciclo estral, aumenta el niimero de ovocitos

liberados, bloquea la induccion del pseudo- prefiez y disminuye la concentracion de LH.

Cuando en la rata con sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) se realiza la seccion
unilateral del nervio ovarico superior, se restablece la ovulacion solo por el ovario inervado,
mientras que, la seccion unilateral del nervio vago la restablece por ambos ovarios en un 70% de

los animales.

En el presente estudio se decidio analizar el efecto de quitar ambos nervios vago sobre la
respuesta ovulatoria, la secrecion de hormonas esteroides y monoaminas en dos modelos

experimentales, en el inyectado con valerato de estradiol (VE) y el sometido a estrés por frio.

En la bibliografia se plantea que el VE y estrés por frio son dos modelos que se pueden
usar para inducir el SOPQ. Del presente estudio se desprende que el estrés por frio no es un buen
modelo para reproducir las caracteristicas que definen el SOPQ, ya que no se presentd
hiperandrogenismo, la respuesta ovulatoria fue normal, al igual que la concentracion de NA en el
ovario y en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS). En este modelo animal, el nervio
vago modula de manera inhibitoria la concentracién de noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT)

ovarica.

La administracion de VE en la rata de 10 dias de edad desarrolla las caracteristicas del
SOPQ cuando alcanza la edad adulta, como anovulacion (Vh 100% vs VE 20%, p<0.05), altas
concentraciones de androgenos (Vh 41.5+8.9 vs VE 88.5£16.3, p<0.05), y NA en el GCMS (Vh
3729+771 vs VE 7337+1523, p<0.05).

La vagotomia bilateral restablece la ovulacion (VE 20% vs VE SBNV 77.77%, p<0.05) y
disminuye la concentracion de noradrenalina en el GCMS (VE 7331+1523 vs VE SBNV
2207.68+609.86, p<0.05), lo que apoyaria la idea de que el nervio vago modula la actividad
simpatica del ganglio GCMS. En estos animales la vagotomia modifica la concentracion de 5-

HT (Vh 2641+888; VE 3519.3+467.3; VE SBNV 476.30+82.96, p<0.05).

Tomando en conjunto los resultados del animal tratado con VE, podemos concluir que el
nervio vago participa en la actividad neural del GCMS y en la modulacion de la activacion de

las fibras simpéticas, por lo tanto influye en la persistencia del SOPQ.
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Introduccion

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un desorden heterogéneo. Del 5 al 10% de
mujeres entre los 18 a 44 afios son afectadas por el SOPQ, haciendo de esta la anormalidad

endocrina la méas comun en mujeres en edad reproductiva (Goodarzi y col., 2011).

Una mujer es diagnosticada con el SOPQ cuando presenta hiperandrogenismo
acompanado de anovulacion o quistes foliculares. El desarrollo de alteraciones metabolicas
como la resistencia a la insulina constituye un factor que puede agravar las manifestaciones

clinicas ya mencionadas (Checa, 2007).

Debido a las limitaciones logisticas y éticas sobre experimentacion humana, se utilizan
modelos animales que reproducen los rasgos del SOPQ (Walters, 2012). Se sugiere que el
sindrome es el resultado de una mayor actividad de las fibras simpaticas, dos modelos que
permiten incrementar la actividad de estas fibras es la administracion de valerato de estradiol

(VE) y el estrés por frio.

El VE es de accion prolongada y una dosis de 2 mg a ratas pre-puberes desarrolla un
sindrome caracterizado por la pérdida de la ciclicidad estral, anovulacion, formaciéon de quistes,
alteraciones en las concentraciones de LH y FSH, mayor concentracion de estradiol (E2) y
androstenediona lo que favorece la formacion de quistes foliculares. Estos sintomas son

considerados similares a los presentados en las mujeres (Morales y col., 2010).

Un efecto general del estrés es el incremento de noradrenalina (NA) en el ganglio celiaco
mesentérico superior (GCMS) (Nankova y col., 1996), el aumento en la actividad de los nervios
simpaticos que llegan al ovario, asi como de la concentracion plasmatica de corticosterona y el

contenido de catecolaminas en la glandula adrenal (Paredes y col, 1998).

Dado que en la rata con SOPQ la seccion unilateral del nervio ovarico superior (NOS) no
restablece la ovulacion en el ovario con una concentracion baja de NA, y si lo hace en el que
mantiene alta la concentracion de la amina, se sugiere que en el desarrollo del sindrome participa

otras vias neurales entre ellas la del nervio vago (Morales y col., 2010).

Se ha mostrado que el GCMS recibe fibras vagales (Berthoud y Powley 1996), lo que
podria sugerir una comunicacion entre fibras simpaticas y parasimpaticas a nivel del ganglio y

modular la concentraciéon de NA que llega al ovario por el NOS.

Por lo anterior, el objetivo del estudio fue analizar la participacién del nervio vago en

ratas con inyeccion de VE y sometidas a estrés por frio, sobre la respuesta ovarica.
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Marco Tedrico

Ciclo Estral

Gran parte de lo que sabemos sobre la regulacion del ciclo ovéarico y la ovulaciéon de muchos

mamiferos, se basa en conocimientos sobre los mecanismos de regulacion del ciclo estral de la

rata (Freeman y col., 1994).

A diferencia del ovario de otros mamiferos que ovulan de forma espontdnea, la rata es el

unico que se caracteriza por tener una fase lutea breve.

Con base en cambios conductuales y citologicos Heape (1900) realiza por primera vez la

clasificacion del ciclo estral en cuatro etapas:

1.

Estro: En esta etapa la hembra es sexualmente receptiva y puede llevarse a cabo la
fecundacion del ovocito. El frotis vaginal se distingue por un gran nimero de células
epiteliales escamosas o cornificadas, que se producen en racimos. Estas células sin
nucleos visible, contienen citoplasma granular, y regularmente hay ausencia total de

leucocitos y células epiteliales nucleadas.

Metaestro: En ausencia de la concepcion, el estro es seguido por un periodo de
recuperacion corto llamado metaestro. Se caracteriza por altas concentraciones de
progesterona, en la mucosa vaginal se observan leucocitos y algunas células

queratinizadas (Rodriguez J., 1993).

Diestro: Se caracteriza por el predominio de leucocitos y algunas células epiteliales
cornificadas, el frotis vaginal obtenido en el metaestro y diestro son practicamente
indistinguibles, durante este tiempo, las secreciones ovaricas preparan el tracto
reproductivo para recibir el 6vulo fecundado poco después del apareamiento en el estro.

Si la fecundacion no se ha producido, el mamifero contintia con su ciclo.

Proestro: Se caracteriza por el momento en que un animal entra en “calor” y por el
predominio de células epiteliales redondas con un nucleo facilmente visible, estas pueden
aparecer en grupos o individualmente. Ocasionalmente pueden aparecer en el campo
células epiteliales cornificadas o escamosas. En esta etapa hay ausencia total de

leucocitos.

Guerrero Mejorada Yaneely Alina Pagina 11



Marco Tedrico

Esta descripcion de las diferentes etapas reproductivas, se ha aplicado al ciclo estral de todos
los mamiferos estacionales o no estacionales. Su duracion y comportamiento pueden variar entre

los mamiferos (Freeman y col., 1994).

Ovario

En la mujer, los ovarios son estructuras pares de color blanco rosado con forma de almendra, que
miden 3 cm de largo, 1.5 de ancho y 1 cm de espesor. Antes de la pubertad la superficie del
ovario es lisa pero durante la vida fértil adquiere cicatrices que son llamados cuerpos lateos y se

torna irregular a causa de las ovulaciones consecutivas.
El ovario se compone de tres zonas (figura 1):

e La médula, que estd situada al centro del ovario y contiene tejido conjuntivo laxo, un
conjunto de vasos sanguineos de tamafio relativamente grande, vasos linfaticos y
nervios.

e La corteza estd ubicada en la periferia del ovario y rodea a la médula. La corteza
contiene foliculos ovaricos en diferentes etapas del desarrollo incluidos en tejido
conjuntivo. En el estroma que rodea los foliculos hay células musculares lisas dispersas
(Ross y Pawlina, 2007).

e FEl Hilum: Por esta zona entran arterias y nervios y sale la vena ovarica. Esta cubierto

por un epitelio ctibico simple (Rodriguez, 2005).
El limite entre la corteza y la médula no esté bien definido.

La superficie del ovario esta cubierta por una capa de epitelio germinal formado de
células cubicas que en algunas partes son casi planas. Debajo de este epitelio hay una capa de

tejido conjuntivo denso, la tinica albuginea, que lo separa de la corteza subyacente (Ross, 2007).

Guerrero Mejorada Yaneely Alina Pagina 12



Marco Tedrico
,_Foliculo secundanio

|
f Mesovario y vasos
| sanguineos

]

Cuerpo liteo degenerandose
{corpus alticans).

Epitelio germinal
\

Foliculos primordiales

Cuerpo liteo desarrolidndose. |

Figura 1. Zonas del ovario y foliculos en desarrollo (Yen 2006).

El ovario esta formado por tres compartimentos: El folicular, luteal y el tejido intersticial

(Figura. 2).
El foliculo ovarico es una estructura conformada por un ovocito y células derivadas del
epitelio ovarico, llamadas células foliculares (Rodriguez, 2005). La FSH es la encargada de

estimular este compartimento. El foliculo produce estrégenos, principalmente estradiol (Botella,

1993).
El tejido intersticial estd formado por las células de la teca del foliculo en desarrollo, por

la teca de los foliculos atrésicos, por la teca cortical del ovario postmenopausico y por las masas

fibrotecales centrales del ovario que tiene como funcion secretar androgenos, principalmente
testosterona y androstenediona (Botella, 1993, 1995).

Pagina 13
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El cuerpo luteo es una estructura formada por los cambios producidos en las células de la
granulosa y en las células de la teca después de la ovulacion (Eynard y col., 2008). Esta
estructura produce progestagenos principalmente progesterona, la LH estimula la actividad del
cuerpo luteo (Botella 1993).

-—1v| . Foliculo
FSH—— = S | Estradiol

Estrona

Intersticio
Testosterona
% Androstenediona

LH-‘-----.-_---—I—I

¢ ;(‘ ' Cuerpo Liteo
1 ) Frogesterona
el
€. \J Estradial
— I--”'F

.L-'

Figura 2. Muestra los tres compartimentos endocrinos del ovario y las hormonas que cada uno
pruduce. La LH estimula el compartimiento intersticial y el cuerpo luteo, mientras que la FSH

estimula el compartimento folicular (Botella, 1993).

Desarrollo Folicular

El desarrollo folicular es el proceso de maduracion de un foliculo. En el estroma de la corteza del
ovario estan distribuidos los foliculos ovaricos de diversos tamafios, cada uno con un soélo

ovocito. El tamafio de un foliculo indica el estado de desarrollo del ovocito.
De acuerdo con su estado de desarrollo los foliculos ovaricos se clasifican en:

v" Foliculos primordiales
v" Foliculos primarios
v" Foliculos secundarios

v" Foliculos de Graaf o foliculos maduros.

En el ovario de la mujer hay foliculos en todas las etapas del desarrollo (Figura. 3) pero

predominan los foliculos primordiales (Ross y Pawlina, 2007).
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Foliculos primordiales: Estan en el estroma de la corteza justo por debajo de la tinica
albuginea. Se caracterizan por presentar una capa de células foliculares planas que rodean al
ovocito. La superficie externa de las células foliculares estd cubierta por una lamina basal. En
esta etapa el ovocito y las células circundantes estan muy juntas. El ovocito mide unos 30 um de
diametro y posee un nucleo excéntrico voluminoso provisto de eucromatina dispersa y un

nucléolo grande (Ross y Pawlina, 2007).

En la mujer, estos foliculos aparecen durante el tercer mes del desarrollo fetal (Ross y
Pawlina 2007). En la rata la foliculogénesis comienza a las 48 horas de vida postnatal (Malamed,
1992). El crecimiento inicial de estos foliculos es independiente de la estimulacion de
gonadotropinas debido a la falta de receptores en la gonada. Se ha postulado que en el proceso de
foliculogénesis participa la inervacion simpatica del ovario, via la noradrenalina (NA) y el

péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Malamed, 1992).

Foliculo primario: La formacion de este tipo de foliculos tiene lugar cuando el ovocito
aumenta de tamano y las células foliculares aplanadas circundantes proliferan y se tornan
cubicas. A medida que el ovocito crece de 50 a 80 um aproximadamente una ldmina homogénea,
acidofila y retractil, llamada zona pelucida, aparece entre él y las células foliculares continuas

(Ross, 2007).

Répidamente mediante la proliferacion mitdtica la capa simple de células foliculares da

origen a un epitelio estratificado, la capa granulosa, que rodea al ovocito.

Conforme las células foliculares de la granulosa proliferan las células perifoliculares del
estroma forman una vaina de células conjuntivas conocidas como teca folicular, por fuera de la

lamina basal. La teca folicular se diferencia en dos capas (Ross, 2007):

e Teca interna: Es la capa de las células secretoras mas vascularizada y mas profunda. Las
células de la teca interna con diferenciacion completa poseen las caracteristicas
estructurales tipicas de las células productoras de esteroides. Estas células tienen gran
cantidad de receptores a LH. En respuesta a los estimulos de LH sintetizan y secretan los
andrégenos que son los precursores de los estrogenos.

e Teca externa: Es la capa mas superficial de células del tejido conjuntivo. Contiene

células musculares lisas y haces de fibras de colagenos.
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Los limites entre las dos capas tecales, externa e interna y el estroma, no son nitidos. Sin
embargo, la lamina basal que hay entre las células de la granulosa y las células de la teca interna,

establece un limite bien definido entre esas capas.

El foliculo primario se forma mas profundo en el estroma cortical conforme aumentan de
tamafio, sobre todo por la proliferacion, de las células de la granulosa. Los componentes
necesarios para el crecimiento del ovocito y del foliculo son: FSH, factores de crecimiento
epidérmico (EGF), iones de calcio y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) (Ross,

2007).

Foliculo secundario o Foliculo antral: En este estadio del desarrollo, el ovocito mide
125 um aproximadamente, estd rodeado por 6 a 12 capas de células de la granulosa. Entre las
células de la granulosa aparecen cavidades llenas de liquido folicular con abundante hialuronano,

el cual al acumularse forma cavidades que da lugar al “antro” folicular (Ross, 2007).

Conforme el foliculo secundario aumenta de tamafno el antro que estd revestido por varias
capas de células de la granulosa, también se vuelve mas grande. La capa de la granulosa tiene un
espesor que es relativamente uniforme excepto en la region asociada con el ovocito. Alli las
células de la granulosa forman un monticulo abultado, el disco proligero o cumulo ovoforo, que
se proyecta dentro del antro. Las células del disco proligero que rodean inmediatamente al
ovocito y permanecen con ¢l en la ovulacién forman la denominada corona radiada. La corona
radiada estd compuesta por células del cimulo que envian microvellosidades penetrantes por
toda la membrana pelicida para comunicarse por uniones de hendidura con las

microvellosidades del ovocito (Ross, 2007).

El foliculo maduro, también conocido como foliculo de Graaf, tiene un diametro de 10 mm
(en mujer) o mas. A causa de su gran tamafio se extiende por todo el espesor de la corteza
ovarica y protruye en la superficie del ovario. A medida que el ovario alcanza su tamafo
maximo, la actividad mitotica de las células disminuye. La capa de la granulosa se torna mas fina
conforme el antro aumenta de tamafio. Mientras continuan agrandandose los espacios que hay
entre las células de la granulosa, el ovocito y las células del cumulo se separan gradualmente del

resto de la capa de la granulosa, preparandose para la ovulacion.

Durante este periodo de maduracion folicular las capas tecales se tornan mas prominentes. La

LH estimula a las células de la teca a secretar androgenos. En respuesta a la FSH las células de la

Guerrero Mejorada Yaneely Alina Pagina 16



Marco Tedrico

granulosa catalizan la conversion de andrégenos en estrogenos, los cuales estimulan el

crecimiento del foliculo mediante la proliferacion celular (Ross, 2007).

Células de
Foliculo la Teca
Foliculo preovulatorio

preantral

Foliculo

Foliculo Secundario

Primario

Ovocito

Células dela
Granulosa

Figura 3. Estados de desarrollo de los foliculos en el ovario. El més grande corresponde a un
foliculo preovulatorio (Tomado y modificado de carola4.blogspot.com.es/2013/09/1as-

telomerasas-y-los-ovaros.html).

Ovulacion y su Regulacion

La ovulacion es el momento en el que el ovocito y el liquido folicular son proyectados, por la
contraccion de la musculatura lisa que rodea los foliculos hacia la cavidad peritoneal cayendo

cerca de las fimbrias del oviducto o trompas de Falopio (Buxad¢, 1994).

La ovulacion se produce por un aumento brusco de LH, la superficie del ovario comienza
a presentar un abultamiento local, en cuyo vértice aparece una mancha vascular llamado estigma.
La elevada concentracion de LH aumenta la actividad de la colagenasa y se produce la lisis de
las fibras de coldgeno que rodean al foliculo. Las concentraciones de prostanglandinas también
se elevan en respuesta al pico de LH y causan contracciones musculares locales en la pared del
ovario. Estas contracciones expulsan al ovocito que, junto con las células de la granulosa que lo
rodean desde la region del camulo ovoforo, se desprenden y flotan fuera del ovario. Algunas de
las células del cimulo ovoforo vuelven a organizarse alrededor de la zona pelicida y forman la

corona radiada (Langman, 2007).
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Después de la ovulacion, las células de la granulosa que quedan en la pared del foliculo
roto, junto con las células de la teca interna, son vascularizadas por los vasos que la rodean. Por
la influencia de la LH, estas células adquieren un color amarillo y se convierten en células
luteinicas, las cuales forman el cuerpo luteo o cuerpo amarillo y secretan progesterona

(Langman, 2007).

Esteroidogénesis Ovdrica

El foliculo ovarico produce estrégenos, principalmente estradiol, el cuerpo luteo produce
progestagenos principalmente progesterona y el intersticio ovarico produce androgenos

principalmente testosterona (Botella, 1995).

Los estrogenos, androgenos y progestagenos tienen un metabolismo y una biogénesis en
comun (Botella, 1995). Estas hormonas derivan del colesterol que se obtiene a partir de tres
fuentes: el que circula en la sangre como lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del
ovario a partir de acetil coenzima A, y el que se libera de los ésteres del colesterol almacenados

en las gotas lipidicas (Tresguerres, 2003).

El colesterol unido a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) representa la fuente aislada

mas importante de sustrato para la esteroidogénesis ovarica (Tresguerres, 2003).

El colesterol, independientemente de su origen, se transporta a las membranas
mitocondriales, donde comienza la biosintesis (Tresguerres, 2003). El pasaje de colesterol libre
desde la membrana mitocondrial externa hacia la membrana mitocondrial interna es el paso
limitante en la sintesis de las hormonas esteroides. La transferencia intramitocondrial de
colesterol requiere una proteina de recambio répido, identificada como una fosfoproteina

designada proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) (Yen, 2001).

La primera enzima esteroidogénica (P450scc), presente en las mitocondrias en las células
de la granulosa y la teca, es la enzima que cataliza el clivaje de las cadenas laterales del

colesterol y convierte el colesterol en pregnenolona (Yen, 2001).

La biosintesis sigue después la via A-4 en el cuerpo luteo que lleva aparejada la
conversion de pregnenolona en progesterona, mientras que en el foliculo es preferente la via A-5,
ya que las células tecales son capaces de metabolizar con mas eficacia la 17-

hidroxipregnenolona que la 17-hidroxiprogesterona (Tresguerres, 2003).
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La pregnenolona producida a partir del colesterol puede experimentar una 17a-
hidroxilacion por la enzima P450c17 para formar 17-hidroxipregnenolona o puede ser convertida
en progesterona por la 3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD). Esta enzima puede
convertir pregnenolona en progesterona; dehidroepiandrosterona (DHEA) en androstenediona y

androstenediol en testosterona (Yen, 2001).

La enzima P450c17 se expresa en las células de la teca del ovario, donde es necesaria
para producir los androgenos que sirven como sustrato para la aromatizacion a estrégenos en las

células de la granulosa (Yen, 2001).

La conversion de estrona a estradiol, androstenediona en testosterona y DHEA en
androstenediona es catalizada por un grupo de enzimas, denominadas 17f3- hidroxiesteroide

deshidrogenasa (17BHSD) y, a veces, designadas 17- cetoesteroide reductasa (Yen, 2001).

La aromatizacion del anillo esteroide es catalizada por la enzima aromatasa (P450arom)
microsomal, la cual convierte la androstenediona en estrona y la testosterona en estradiol (Yen,

2001).
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Figura 4. Esteroidogénesis en el ovario (Yen, 2001)
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Los tipos de esteroides producidos y secretados dependeran de la naturaleza fisiologica
de la célula esteroidogénica y de la actividad de los sistemas enzimaticos intrinsecos (Yen,

2001).

Inervacion Extrinseca

La inervacion que recibe el ovario no solo regula el tono vaso/motor sino también participa

regulando su actividad secretora (Gerendai y col, 2002).

El sistema nervioso autonomo estd conformado por dos sistemas anatdémicamente
separados: la division simpatica y parasimpatica. Los o6rganos del cuerpo son inervados por

ambas subdivisiones y cada una tiene un efecto diferente (Carlson, 1996).

El ovario recibe fibras simpaticas y parasimpaticas, de esta tltima poco se sabe acerca de su

distribucion dentro del ovario (Ross, 2007).
e Inervacion Simpatica

La inervacion simpatica se origina en la region toracica T10-T13, en el segmento lumbar L-4 y

L-11 de los ganglios de la cadena simpatica (Burden, 1978, Dissen y Ojeda, 1999).

En la rata el ovario recibe inervacion simpatica de dos fuentes (Lawrence y Burden,

1980):

El nervio del plexo ovarico (NPO) que transcurre a través de la arteria ovarica. Las
fibras del NPO son mayoritariamente perivasculares y los neurotransmisores que viajan por el
son: el péptido relacionado con el gen que codifica a la calcitonina (GCRP), substancia P (SP),

Neuropéptido Y (NPY) y noradrenalina (NA) (Dissen y Ojeda, 1999) (figura 4).

El nervio ovarico superior (NOS), transcurre junto con el ligamento suspensorio del
ovario. Sus fibras inervan la glandula intersticial y la teca de los foliculos. E1 NOS transporta
NPY, péptido intestinal vasoactivo (VIP) y principalmente NA (Dissen y Ojeda, 1999) (Figura
5).

La distribucién intra-ovarica de las fibras simpaticas es similar en todas las especies, pero
la densidad de las fibras varia considerablemente entre ellas. Las fibras simpaticas no inervan al

cuerpo luteo o la capa de la granulosa de los foliculos en desarrollo (Araya y col., 2004), sin
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embargo, presentan receptores [-adrenérgicos, lo cual les permite responder a estimulos

catecolaminérgicos (Aguado y col., 1982).

Figura 5. Inervacion simpatica del ovario en rojo se muestra en NOS y en azul el NPO

(Lawrence y Burden, 1980).

En ratas Spraw- Dawley la seccion bilateral del NOS a los 24 dias de edad resulta en la
disminuciéon de la concentraciéon de noradrenalina ovdrica e incrementa el numero de los
receptores [3- adrenérgicos, sin que se modifique su afinidad. En este modelo experimental, la
alteracion en el sistema noradrenérgico no modifica el inicio de la pubertad, el nimero de

cuerpos luteos, ni la concentracion de gonadotropinas (Aguado y Ojeda, 1984).

En la rata prepiber con seccion bilateral del NOS y estimulados con suero de
gonadotropinas de yegua prefiada (PMSG), no se modificd la respuesta ovulatoria, resultados
que llevaron a los autores a sugerir que la inervacion simpatica no participa de manera relevante
en el proceso que culmina con la ovulacion, sin embargo no descartan su participacion en la

esteroidogénesis (Selstam y col., 1985).

La seccion unilateral del NOS realizada en la rata adulta reduce el namero de ovocitos
liberados por el ovario denervado (Chavez y col., 1991), esta respuesta también se presenta en la

rata prepuber, donde ademas, el ovario inervado presenta una ovulacion compensadora (Morales
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en 1993). Estas evidencias permiten postular que la informacidon que transcurre por el NOS

modula de manera estimulante la ovulacion (Morales y col., 1993).

e Inervacion parasimpatica

El nervio vago se origina de cuatro nucleos del bulbo raquideo, 1) el ntcleo del tracto solitario
(NTS), 2) el nucleo dorsal del nervio vago, 3) el nicleo ambiguo y 4) el nucleo espinal del
nervio trigémino (Figura 6). Es un nervio motor/sensitivo, el mas largo de los doce pares
craneales y presenta la distribucion y la variabilidad funcional més extensa. Transmite
informacion sensorial y distribuye fibras motoras a estructuras viscerales y somaticas. El nervio
vago, en combinacion con los nervios glosofaringeo y accesorio, constituye un sistema unico que
tiene una funcidn parasimpatica (Upledger, 2004). A diferencia con los demas nervios craneales,
no solo inerva la regidon cefalica sino que ademas se dirige hacia las cavidades torédcica y
abdominal (Konig, 2008). Las fibras vagales se distribuyen a lo largo de los ganglios
prevertebrales (Berthoud y Powley 1996).

Gerendai y colaboradores (2000) postulan la existencia de una comunicacion neural entre
el ovario y el sistema nervioso central (SNC), que podria estar dada por el nervio vago. Esta idea
surge del hecho de que al inyectar el virus de la pseudorabia posterior a realizar la vagotomia
ipsilateral a la inyeccidon desaparece la marca en el nucleo del tracto solitario, niicleo ambiguo y

en el nucleo dorsal del vago.

El soma de las neuronas que inervan a los ovarios se origina del ganglio nodoso y del
ganglio de la raiz dorsal, ubicados en el segmento lumbar T9 y T11. La inervacion vagal
transporta a los ovarios neurotransmisores como, SP, calcitonina, CGRP y principalmente

acetilcolina (Ach) (Dissen y Ojeda, 1999).
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Figura 6. Fibras vagales que llegan al ovario, ntcleo del tracto solitario (NTS), nticleo dorsal

motor del vago (DMX) (Collins, 1999).

En la rata adulta, la seccion del nervio vago izquierdo da como resultado disminucion en la
proporcion de animales ovulantes, mientras que la seccion del nervio vago derecho no la
modifica. Con base en estos resultados, Cruz y colaboradores (1986), postulan que la
informacion neural llevada por el nervio vago izquierdo estd mas comprometida con el proceso

de ovulacion que la informacion que transcurre por el nervio vago derecho.

Se ha sugerido que la informacion neural que transcurre por el nervio vago actia de manera
sinérgica con las catecolaminas. Esta idea se apoya en el hecho de que la deplecion de
catecolaminas por la administracion de reserpina 3 horas antes de la administracion de FSH,
aumenta el nimero de ovocitos liberados. Este efecto se bloquea si se realiza la vagotomia

bilateral 20 dias antes de la administracion de reserpina y de la FSH (Chéavez y col., 1987).

Guerrero Mejorada Yaneely Alina Pagina 23



Marco Tedrico

En la rata adulta, la vagotomia bilateral altera el ciclo estral (Burden y Lawrence 1977;
Chavez y col., 1989) aumenta el numero de ovocitos liberados (Cruz y col., 1986), bloquea la
induccion del pseudo- prenez (Burden y col., 1981), disminuye la concentracion de LH, lo que
podria explicar que en el animal prefiado con vagotomia se produzca la resorcion fetal

(Lawrence y col., 1978).

La vagotomia bilateral en la rata prepuber, aumenta el niumero de ovocitos liberados
(Morales y col., 2004), retrasa el inicio de la pubertad y disminuye las concentraciones de
estradiol (E2) y de progesterona (P4) en respuesta a la gonadotropina coriénica humana (hCG) in

vitro (Ojeda y Aguado 1983).

Ganglio Celiaco Mesentérico Superior

Los ganglios son cumulos de somas neuronales ubicados fuera del SNC; las fibras nerviosas
llegan a los ganglios y también salen de ellos. Los ganglios sensitivos estan afuera pero cerca del
SNC y contienen los somas neuronales de los nervios sensitivos que transmiten impulsos hacia
ese sistema. Los ganglios autonomos son los ganglios motores periféricos del sistema nervioso
auténomo (SNA) y contienen los somas neuronales de las neuronas postsinapticas (Ross, 2007).

Estos ganglios también se pueden clasificar de acuerdo a su localizacion.

e Los ganglios paravertebrales se unen y forman las cadenas simpaticas a cada lado de la
columna vertebral y se extienden por toda su longitud. El ganglio paravertebral superior
(ganglio cervical superior de cada tronco simpatico) se encuentra en la base del craneo.
El ganglio impar se forma mas abajo, donde se unen los dos troncos, a nivel del coxis
(Moore y Dalley 2008).

e Los ganglios prevertebrales estdn en los plexos que envuelven los origenes de las
principales ramas de la aorta abdominal (de alli su nombre) como los ganglios celiacos

(Moore y Dalley 2008).

Los ganglio celiacos, tienen una forma semilunar, situados a cada lado del plano medio, entre la
glandula suprarrenal y el origen del tronco celiaco, por delante de los pilares del diafragma. Por
su lado externo reciben al nervio esplacnico; por el interno al vago posterior (Viso, 1998). Se han
descrito dos clases distintas de neuronas en el ganglio celiaco, granulos grandes de NA

(Dominguez y col., 1989) y células SIF (Gabella 1995) que se caracterizan por ser mas pequefias
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que las neuronas y por sus granulos de NA, dopamina y serotonina (5-HT) (Matthews, 1989).
Poseen una gran variedad de receptores entre ellos a catecolaminas (Klein y Burden 1988),
neuropéptidos (Ecc y col., 1983), o6xido nitrico (Morales y col., 1995) y acetilcolina (Eccles y
col., 1961; Berthoud y Powley, 1996).

Los ganglios adrticos renales, se situan antero inferiormente con respecto a la arteria

renal, reciben filamentos del ganglio y plexo celiaco (Viso, 1998).

El ganglio mesentérico superior, estd situado en ambos lados del origen de la arteria
mesentérica superior, rodea el plexo a esta arteria y la acompana al interior del mesenterio, en
donde se divide en plexos secundarios que se distribuyen por las zonas irrigadas por la arteria

(Viso, 1998).

En las ultimas décadas se ha vinculado a la inervacion simpatica con el desarrollo de
patologias ovdricas, tales como el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ). Donde se ha
postulado que una mayor actividad de la inervaciéon precede a la formacion de los quistes
ovaricos (Rosa-E-Silva y col. 2003) de manera que cuando se elimina el principal aporte de
catecolaminas ovdricas, por la seccion bilateral del NOS, se puede restablecer la funcion

ovulatoria (Lara y col., 1993).

Stndrome de Ovario Poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ), es la patologia mas comun que afecta al 7% de
mujeres en edad adulta (Ndefo y col., 2013). El SOPQ se caracteriza por la existencia de
anovulacion crénica en forma de amenorrea y esterilidad, hiperandrogenismo, evidenciado por
hirsutismo o acné y presencia de ovarios poliquisticos. El desarrollo de alteraciones metabdlicas
como la resistencia a la insulina que constituye un factor que puede agravar las manifestaciones

clinicas ya mencionadas (Checa, 2007).

En el desarrollo de SOPQ también participan factores ambientales y genéticos. El
sindrome se asocia a numerosos padecimientos, incluyendo complicaciones obstétricas, diabetes
mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y trastornos de alimentacion (Goodarzi y col.,

2001).
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A pesar de su impacto sobre la salud femenina su etiologia de este sindrome sigue siendo

poco conocida. Desde el punto de vista fisiologico se han propuesto algunas hipotesis para

explicar los hallazgos clinicos del SOPQ (Matalliotakis, 2006).

Hipotesis de LH: Segun esta hipotesis un defecto primario en el hipotdlamo lleva al
aumento en la frecuencia de los pulsos de LH lo queda como resultado un
hiperandrogenismo ovarico y anovulacion. Hoy en dia se ha hecho evidente que en
mujeres con SOPQ la LH tiende a ser elevada y la FSH baja, lo que proporciona una
clara evidencia del aumento en la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Yen,
1970). El aumento de LH podria provocar un desajuste en el mecanismo de

retroalimentacion negativa (Matalliotakis, 2006).

El aumento de GnRH en pacientes con SOPQ se ha asociado con alteraciones en la

concentracion de algunos neurotransmisores implicados en la regulacion de la secrecion del

decapéptido. Asi, se reporta disminucion en la concentracion de 5-HT y 5-HIAA (Shi y col.,

2011), de dopamina (Murdoch y col., 1984) y alteracion en el metabolismo de catecolaminas

(Moro y col., 2009).

Hipoétesis de la Insulina: Las mujeres con SOPQ desarrollan resistencia a la insulina
(Matalliotakis, 2006). La hiperinsulinemia se ha asociado con el desarrollo del SOPQ), ya
que se plantea que la insulina tiene un efecto similar al de la LH, estimulando en el
ovario la produccion de testosterona (T) y la disminucion de SHBG (globulina fijadora
de hormonas sexuales) y la ovulacion (Panidis y col., 1999). En condiciones normales, la
adicion de insulina a las células de la granulosa y de la teca de mujer estimula la

esteroidogénesis (Nestler y col., 2005).

Hipotesis del ovario: se ha reportado en el cultivo de células de la teca la
sobreexpresion de la P450c17 y la 3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa, enzimas que
participan en la esteroidogénesis ovarica. El aumento en la actividad de la enzima

P450c17 ha sido implicada en la etiologia del SOPQ (Bremer, 2010).

Hipotesis de la inervacion: Hay evidencias que una hiperactividad de las fibras
simpaticas, que se traduce en altas concentraciones de noradrenalina ovarica, precede a

la formacion de quistes foliculares (Paredes y col., 1998; Lara y col., 2000).
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La etiologia y el tratamiento del sindrome son dificiles debido a su heterogeneidad (Walters,
2012). El tratamiento del SOPQ se centra en remediar los sintomas ocasionados por el
hiperandrogenismo, en inducir la ovulacién y en prevenir complicaciones cardiovasculares y

metabolicas (Goodarzi, 2011).

Inductores del SOPQ

Debido a las limitaciones logisticas y €ticas sobre la experimentacion en humanos, los modelos
apropiados en animales que reproducen muchos o todos los rasgos del SOPQ facilitan la

investigacion (Walters y col., 2012).

Modelos en roedores proporcionan una herramienta 1til pues sus antecedentes genéticos
son bien conocidos, tienen una corta reproduccion y esperanza de vida; ademds de grandes
similitudes en la regulacion del eje hipotalamo- hipofisis- gonada, en el desarrollo folicular y en

el proceso de ovulacion (Walters y col., 2012).

Los modelos animales deben replicar la mayor parte de las caracteristicas clinicas
evaluadas en la mujer (Walters y col., 2012). Se han probado modelos con la exposicion a

hormonas como:

e Testosterona (Shiy Vine 2012; Walters y col., 2012).

e Propionato de testosterona (Sotomayor y col., 2011; Shi y Vine, 2012; Walters y col.,
2012).

e Dihidrotestosterona (Sotomayor y col., 2011; Shi y Vine, 2012; Walters y col., 2012).

e Dehidroepiandrosterona (Shi y Vine., 2012; Walters y col., 2012).

e Letrozol (Shiy Vine, 2012; Walters y col., 2012).

e Antiprogestinas (Shi y Vine, 2012; Walters y col., 2012).

e Benzoato de estradiol (Walters y col., 2012).

e Valerato de estradiol (Sotomayor y col., 2011; Shiy Vine, 2012; Walters y col., 2012).

Los modelos con estrogenos pueden reproducir caracteristicas endocrinas semejantes a las de

una mujer con SOPQ (Walters y col., 2012).

La exposicion a estrogenos o androgenos interrumpe la funcion endocrina normal del ovario

y disminuye la fertilidad en humanos y en otros animales, estos efectos pueden ser provocados
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por la administracion de los esteroides durante periodos sensibles a las hormonas (Sotomayor y

col., 2011).
Otros de los modelos utilizados en el laboratorio para inducir el SOPQ son:

e Exposicion de luz constante (Shi y Vine, 2012; Walters y col., 2012).
e Estrés por restriccion de movimiento (Paredes y col., 1998).

e Estrés por frio (Paredes y col., 1998).

Todos los modelos tiene sus ventajas y desventajas por lo tanto ningun modelo ofrece una

réplica completa del trastorno clinico observado en la mujer (Walters, 2012).

Valerato de Estradiol (VE)

El cerebro de los mamiferos contiene receptores a estrogenos, donde ejercen multiples funciones.
Los estrogenos pueden cruzar la barrera hemato-encefalica donde participan en la diferenciacion

de algunos nucleos del cerebro (Paganini, 1994).

El VE produce el aumento intra-ovarico del factor de crecimiento neural (NGF) y de su
receptor de baja afinidad el p-75, el receptor internaliza al NGF en la terminal simpatica del NOS
y de este modo llega al ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS), donde estimula el
aumento de la enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, tirosina hidroxilasa (TH), lo que
resulta en el incremento de noradrenalina que viaja nuevamente por el NOS hacia el ovario (Lara
y col., 2000). Las fibras nerviosas que transcurren por el NOS inervan las células de la teca y la
glandula intersticial, estructuras productoras de androgenos, se ha mostrado que la NA tiene un
efecto mitogénico (Seya y col., 2006; Liu y col., 2007) lo que llevaria a una sobre produccion de

androgenos

El VE es un farmaco de accion prolongada, una dosis de 2 mg a ratas adultas desarrolla
un sindrome caracterizado por la pérdida de la ciclicidad estral con persistente cornificacion
vaginal, anovulacion, formacion de quistes, alteraciones en las concentraciones basales de LH y
FSH, elevada concentraciéon de estradiol (E2), lo que favorece a la formacion de quistes
foliculares. Estos sintomas son considerados similares a los presentados en las mujeres (Brawer

y col., 1986; Rosa-E-silva y col., 2003; Morales y col., 2010).
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Estrés

La exposicion a estrés agudo o estrés cronico intermitente altera el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal. Este tipo de estresor resulta en el incremento de la concentracion de corticosterona, el
glucocorticoide primario en roedores (Dallman y col., 1987), lo que indica que se produce mayor
actividad por parte de la adrenal (Ottenweller y col., 1989; Pitman y col.,, 1988). El frio
incrementa la actividad del nervio esplacnico que inerva la medula adrenal, lo que ocasiona el
aumento de la liberacion de catecolaminas, adrenalina y NA en plasma (Kavetnansky y col.,
1992; Paredes y col., 1998). De igual manera se ha demostrado que la actividad de las enzimas
que sintetizan catecolaminas, TH y feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT), se ve

aumentada por el estrés agudo (Kavetnansky y col., 1970).

Hay evidencias de que el estrés psicologico es frecuente en pacientes con SOPQ, esto no
significa que el estrés sea la Unica causa del sindrome, sin embargo, si podria ser un factor

importante (Dorfman y col., 2003).

El efecto principal del estrés cronico por restriccion al movimiento es incrementar la
activacion de la inervacion simpatica del ovario. El incremento de la actividad nerviosa se asocia
con cambios en el desarrollo folicular, se observa una disminucion en los foliculos sanos

preantrales y la aparicion de quistes en el ovario (Araya, 2004).

El estrés cronico inducido por el frio mas la restriccion de movimiento, aumenta la
actividad nerviosa simpdatica del ovario asi como las concentraciones plasmaticas de
corticosterona y el contenido de catecolaminas en la glandula adrenal (Paredes y col., 1998). El
incremento de NA en el ganglio celiaco representa un efecto general del estrés en los nervios

simpaticos (Nankova y col., 1996).

La exposicion a estrés por frio durante 3 semanas resulta en la disminucion de la
concentracion de NA y del namero de foliculos preantrales y antrales, mientras que, después de 4
semanas de frio incrementa el contenido de NA en el ovario y se observa una recuperacion en la
poblacién de foliculos antrales y la aparicion de una nueva poblacion de foliculos que presentan
una capa de cé€lulas de la teca hipertrofiada, situacion caracteristica en pacientes con SOPQ

(Dorfman y col., 2003).
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Participacion de la Inervacion Extrinseca en el Desarrollo del SOPQ

A pesar de que se han realizado varios estudios encaminados a la caracterizacion de los
diferentes componentes del sindrome, con la propuesta de algunos tratamientos que coadyuven
en la respuesta ovulatoria que puedan facilitar el embarazo, poco se sabe acerca de los factores

primarios que inician esta disfuncion.

Se ha postulado que la inervacion simpatica del ovario estd implicada en el desarrollo y
mantenimiento del SOPQ. Esto en funcién de que en ratas con SOPQ inducido con VE,
incrementa el contenido de NA en el ovario en respuesta a la alteracion de los nervios simpaticos
que ingresan a la génada, provocando la formacion de quistes foliculares y el bloqueo de la
ovulacion. De manera que si se corta el NOS en ambos ovarios, se restaura la respuesta
esteroidogénica, la ciclicidad estral y la ovulacién (Barria y col., 1993; Rosa-E- Silva y col.,

2003).

Nuestro grupo de trabajo mostré que el desarrollo del SOPQ no so6lo depende de una
mayor actividad de las fibras simpéticas, con base en el hecho de que la seccion unilateral del
NOS en ratas con SOPQ restablece la ovulacion por parte del ovario inervado, el cual mantiene
altas concentraciones de NA. Estos resultados permitieron sugerir que existe otro tipo de

inervacion que regula el desarrollo del SOPQ (Morales y col., 2010).

Es posible que otras vias neurales estén implicadas en el SOPQ), tal es el caso del nervio
vago. Linares y colaboradores (2013), mostraron que la seccidén unilateral del nervio vago es

capaz de inducir la ovulacion.
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Planteamiento del Problema

El ovario tiene como funciones la secrecion de hormonas (esteroides y proteicas) y la ovulacion,
funciones que son reguladas por una via endocrina y otra nerviosa. La alteracion de alguna de
estas vias produce el desarrollo de patologias como el SOPQ, cuyas caracteristicas de

diagnostico son: hiperandrogenismo, acompanado de anovulacion o quistes foliculares.

Experimentalmente se han replicado las caracteristicas que definen al sindrome en la
mujer. Dos de los modelos mas utilizados son la administracion de VE o la exposicion a estrés

por ftrio.

En la rata sometida a estrés por frio incrementa la concentracion de 5-HT en el GCMS,
sin que se observen cambios en la respuesta ovulatoria, mientras que el tratamiento con VE
incrementa la concentracion de NA ovarica, proveniente del GCMS. Y dado que se plantea que
en el ganglio existe una comunicacion entre fibras simpaticas, que transcurren por el NOS, y
parasimpaticas que transcurren por el nervio vago, es posible que el sindrome sea el resultado de

la mayor estimulacion de las fibras parasimpaticas sobre las fibras simpaticas.

Con base en lo anterior, el presente estudio tiene como finalidad analizar los efectos de la
seccion bilateral del nervio vago en ratas tratadas con VE o expuestas a estrés por frio, sobre el
ciclo estral, la ovulacion, la concentracion sérica de hormonas esteroides y la concentracion de

catecolaminas y serotonina en GCMS y en ovario.
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Hipdtesis

En la rata la etiologia del sindrome se ha asociado a una mayor concentraciéon de NA proveniente
del GCMS. Si el nervio vago es una via de comunicacién entre los ovarios a nivel del GCMS,
entonces al seccionar ambos nervios vagos, la concentracion de NA disminuird y los animales

restableceran la funcion ovulatoria.

Objetivo general

Analizar en ratas tratadas con valerato de estradiol o sometidas al estrés por frio, la respuesta

ovulatoria y esteroidogénica del ovario ante la vagotomia bilateral.
Objetivos particulares

Analizar el efecto de la seccion bilateral del nervio vago en ratas tratadas con VE o

exposicion a estrés por frio sobre:

Q el ciclo estral.

U la ovulacion.

0 la concentracion sérica de progesterona, testosterona y estradiol.

U la concentracion de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos en el GCMS y en ovario.
U La tasa de recambio de NA, DA y 5-HT en GCMS.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembras de 10 6 24 dias de edad de la cepa CII-ZV, en fotoperiodo controlado
de 14 hrs de luz y 10 hrs de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 horas) y temperatura
de 22+ 2 °C.

Las crias fueron separadas al nacimiento en camadas de 5 hembras y un macho. Los animales se
destetaron a los 24 dias de edad y a partir de este momento tuvieron libre acceso al agua y al
alimento, hasta el dia de la autopsia. Durante el desarrollo de los experimentos se siguieron las
normas establecidas por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de
Experimentacion (NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado

y uso de los Animales de Laboratorio).

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales.

Modelos de induccion del SOPQ.

¢ Animales inyectados con VE: Ratas hembras de 10 dias de edad fueron inyectadas
intraperitonealmente con 2.0 mg de VE, disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz (Morales y
col., 2010), que fungié como el vehiculo (VH).

e Animales sometidos a estrés por frio: Se utilizaron animales de 24 dias de edad que
fueron colocados en un cuarto frio a una temperatura de 4 °C por 3 hrs diarias, de lunes a

viernes, en un horario de 8:00 a 11:00 hrs durante 8 semanas.
Grupos de animales testigos

e Se utilizaron animales inyectados a los 10 dias de edad con 0.1 ml de aceite de maiz

(VH).

e Se utilizaron animales intactos que fueron sacrificados alrededor de los 80 dias de edad,

al presentar un estro vaginal precedido de un proestro.
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Cirugias.

Al cumplir los 24 dias de edad los animales con VE o sometidos al estrés por frio fueron
anestesiados con éter entre las 8:00 y 12:00 hrs y se procedi6 a realizar alguna de las siguientes

cirugias.

e Operacion simulada (OSV): Se realizé una incision ventral de la piel y del musculo de
aproximadamente 2 cm, a lo largo de la linea media del cuerpo y sin tocar ningiin érgano

se suturd la herida.

e Seccion bilateral del nervio vago (SBNV): A estos animales se les realiz6 la incision de
piel y musculo del mismo modo que en el caso anterior, se exterioriz6 el estdbmago, se
desplazo el higado y se expuso el esdéfago. A nivel subdiafragmatico se localizaron los
troncos vagales y se procedio a seccionar con pinzas de micro diseccion el nervio vago

izquierdo y el derecho y posteriormente se satur6 la herida.

Todos los animales se revisaron diariamente hasta que presentaron la canalizacion de la vagina,
momento en el que se inicid la toma de frotis vaginal por un lapso de 2 semanas, el cual se
reanud6 2 semanas antes de que las ratas fueran sacrificadas, con el fin de contar con un registro

del patron del ciclo estral de los animales.

Procedimiento de Autopsia

Cuando los animales cumplieron 80 dias de edad y presentaron un estro vaginal se registro el
peso corporal y fueron sacrificados por decapitacion. Se colectd la sangre del tronco y se dejo
coagular a temperatura ambiente, se centrifugd a 3500 r.p.m. y el suero se dividio en alicuotas,
las que inmediatamente se congelaron a -20 °C hasta el momento de su determinacion. En el
momento de la autopsia, se disecaron y pesaron las adrenales, GCMS y ovarios. Se disecaron los
oviductos y en ellos se contaron los ovocitos con la ayuda de un microscopio estereoscopico,

siguiendo la metodologia habitual del laboratorio (Morales y col., 1998).

De cada grupo experimental los GCMS y los ovarios de cinco animales por grupo fueron
congelados a —70° C para la cuantificaciéon de la concentraciéon de NA, DA, 5-HT y sus

metabolitos la cual fue determinada por cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC).
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Cuantificacién de hormonas esteroides

Las concentraciones séricas de progesterona, testosterona y estradiol fueron cuantificadas por
RIA de fase solida, mediante estuches comerciales de Coat-A-Count (Diagnostic Productos, Los
Angeles, CA, USA). En tubos de polipropileno que ya contienen el anticuerpo especifico: anti-
progesterona, o anti- estradiol se adicionaron 100 ul de la muestra problema, en el caso de los
tubos que contenian anti- testosterona se adicionaron 50 pl de muestra. En todos los casos, se
adiciond 1 ml de la hormona marcada con I '?°. Para facilitar la reaccion, la mezcla se agitd en un
vortex durante un minuto y se incubo6 durante 3 hrs a temperatura ambiente. Luego se decantd el
sobrenadante y se determiné la cantidad de radiactividad con la ayuda de un contador de rayos
gamma modelo Cobra 5005. Mediante una curva estandar se calculd la concentracion de
hormona en la muestra problema. La concentracion de progesterona se expres6 en ng/ml,

mientras que la de testosterona y estradiol en pg/ml de suero.

Los coeficientes de variacion intra e interespecificos fueron 8.35% y 9.45% para progesterona,
9.65% y 10.2% para testosterona y 8.12% y 9.28% para estradiol. La sensibilidad del analisis fue
de 0.02 ng/ml para progesterona, de 4 ng/ml para testosterona y de 8 pg/ml para estradiol.

Cuantificacion de catecolaminas y serotonina en GCMS y Ovarios.

La determinacion de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos 4-hidroxi-3-metoxifenil glicol (MHPG),
acido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) y é4cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) en el GCMS y
los ovarios de los diferentes grupos experimentales, fue realizada por el sistema de HPLC. Los
tejidos fueron pesados y homogenizados en 300 ul y 500 upl de acido perclérico 0.1 M y
subsecuentemente centrifugados a 12,500 rpm por 30 minutos a — 4 °C. El sobrenadante fue
filtrado usando filtros de celulosa regenerada. Posteriormente 20 ul de este extracto fue
inyectado en el sistema de HPLC para su andlisis. El equipo de HPLC se compone de una bomba
isocratica (modelo L-250, Perkin Elmer), una valvula de inyeccion (Reodine modelo 7125 con
capacidad de 20 pl), una precolumna de silica (3.5cm x 4.6mm) y una columna C18 de fase
reversa (25cm x 4.6 mm) conectado a un detector electroquimico amperométrico LC-4C
(Bionalitical System Inc. USA) acoplado a un inyector Nelson 1020 (Perkin Elmer). La fase
movil consistidé en un buffer de citrato al 0.1M (pH 3.0). El sistema fue calibrado con una curva

estandar obtenida por la inyeccion de una solucion stock en concentraciones desde 0.1 hasta 1

ng/pl.
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La concentraciéon de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos fue determinada por la comparacion de
picos de muestras desconocidas con sus respectivos estandares. La sensibilidad de todos los
neurotransmisores fue de 0.01 ng. Los resultados fueron obtenidos como nanogramos de
neurotransmisor por miligramo de tejido (ng/mg). Los valores son expresados como picogramos
de neurotransmisor por miligramo de tejido (pg/mg). La actividad neural fue estimada como
sigue Actividad Neural = concentracion del metabolito del neurotransmisor / concentracion del

neurotransmisor.
Andlisis estadistico

Los resultados de peso corporal y peso relativo de los 6rganos (ovarios y adrenales), contenido
de NA, DA, 5-HT y sus metabolitos en el ganglio y ovarios y la concentracion sérica de
hormonas esteroides se analizaron por la prueba de Andlisis de Varianza Multifactorial
(ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. Cuando se realizo la comparacion entre dos grupos

se utiliz6 la prueba de “t” de Student.

El nimero de ovocitos liberados se analizo por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
de Dunn. Cuando se realiz6 la comparacion entre dos grupos se utilizé la prueba de U de Mann-
Whitney. La tasa de animales ovulantes (nimero de animales que ovulan/ nimero total de

animales) se analizd por la prueba exacta de Fisher para proporciones.

Se consideraron como estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue

igual o menor a 0.05.
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Experimento 1

Efecto de la seccion bilateral del nervio vago en animal expuesto a estrés por frio,
sobre el ciclo estral, 1a respuesta ovulatoria, concentracion de hormonas esteroides y
monoaminas en el GCMS y ovarios.

Ciclo estral

En animales sometidos a estrés por frio no se modifico de manera significativa la duracion de las

diferentes etapas del ciclo estral (figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de dias en diestro, proestro y estro de ratas hembras sin tratamiento (TA) o
expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio (E) y sometidas a la operacion simulada ventral

(E+OSV) o ala seccion bilateral del nervio vago (E+SBNV), autopsiadas a los 80 dias de edad.
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Ovulacién
Tasa de animales ovulantes y NUmero de ovocitos liberados.

En animales sometidos a estrés por frio la operacion simulada o la vagotomia bilateral no
modifico el porcentaje de animales ovulantes. S6lo con la operacion simulada ventral disminuy6

el nimero de ovocitos liberados (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tasa de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados de ratas hembras sin
tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio y sometidas a la operacion
simulada ventral (E+OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (E+SBNV), autopsiadas a los

80 dias de edad.

Tasa de Animales Ovulantes Total (%) Numero de Ovocitos Liberados Total

TA 10.5+15
Estrés 79+1.0

osv 10.0+1.3
E + OSV 6.7+ 0.4
SBNV 9.2+0.9
E + SBNV 8.4+2.08
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Concentracion de Hormonas Esteroides

Respecto a los animales TA el estrés disminuyo estradiol, sin cambios en progesterona y
testosterona. En animales estresados la OSV disminuyd la concentracion de progesterona e
incrementd la de estradiol, respecto a su grupo de comparaciéon. La OSV en hembras no
estresadas o estresadas, disminuyo la concentracion de testosterona, respecto a sus grupos
control. La SBNV increment6 la concentracion de testosterona y estradiol, respecto al grupo con

OSV. El efecto de la vagotomia no se modificé por el estrés (figura 8).
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a p<0.05 vs. su grupo inmediato; b p< 0.05 vs. su grupo control; ¢ p<0.05 vs. su respectivo grupo
con OSV (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey o prueba “t” de Student).

Figura 8. Media + e.e.m de la concentracion de progesterona, testosterona y estradiol de
hembras sin tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio y sometidas a la
operacion simulada ventral (E+OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (E+SBNV),
autopsiadas a los 80 dias de edad.
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Concentracion de monoaminas en el ganglio celiaco mesentérico superior

Noradrenalina, 3-Methoxy-4-hidroxifenylglicol (MHPG) y Tasa de recambio MHPG/NA

En comparacion con animales testigo absoluto, el estrés por frio no modifico la concentracion de
NA, MHPG ni la tasa de recambio. La vagotomia realizada en animales expuestos al estrés

disminuy6 la concentracion de NA, e incrementd la de MHPG vy la tasa de recambio (figura 9).
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a p<0.05 vs. su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs. su grupo control; ¢ p<0.05 VS. su respectivo
grupo con OSV (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey o prueba “t” de student)

Figura 9. Media £ e.em de la concentracion de noradrenalina (NA), 3-Metoxi-4-
hidroxyfenylglicol (MHPG) y la tasa de recambio NA/MHPG de hembras sin tratamiento
(TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio y sometidas a la operacion simulada
ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiadas a los 80 dias de
edad.
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Dopamina, DOPAC y Tasa de recambio DOPAC/DA

Respecto al grupo de animales intactos, el estrés por frio no modificé la concentracion de
dopamina, de su metabolito ni la tasa de recambio. En animales estresados la OSV o la SBNV no
modificd la concentracion del neurotransmisor ni de su metabolito, mientras que la tasa de

recambio disminuy6 tanto con OSV como con la SBNV (cuadro 2).

Cuadro 2. Media + e.e.m de la concentracion de dopamina, DOPAC y la tasa de recambio
(DOPAC/DA) de hembras sin tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por
frio y sometidas a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago
(SBNV), autopsiadas a los 80 dias de edad

Dopamma DOPAC DOPAC/ Dopamina
(pg/mg de ganglio) (pg/mg de ganglio) (pg/mg de ganglio)

382 +111 697 + 237 1.6+04
ESTRES 453.5 +154.7 360.7 £ 56.9 19+1.1

osv 384.1+£80.7 378.1+56.4 1.4+0.2
E+OSV 410.2+78.1 273.3+14.9 0.8+0.03a

SBNV 341.9+68.6 193.6+24.5 0.99 +0.07
E + SBNV 387.5+92.9 212.7+83.8 0.4+0.04 a

a p< 0.05 vs. su grupo de comparacion (prueba de “t” de Student)
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Serotonina, Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) y Tasa de recambio 5-HIAA /5-HT

Respecto al grupo testigo absoluto, el estrés por frio aument6 la concentracion de serotonina. En
el grupo estresado y sometido a la OSV incrementd la concentracion de 5-HT y disminuy6 la
tasa de recambio. La vagotomia practicada en animales estresados disminuyo la concentracion de
5-HT respecto a un animal estresado, mientras que la concentraciéon del metabolito aumento

respecto al grupo con OSV (figura 10).
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a p< 0.05 vs. su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs. su grupo control; ¢ p< 0.05 vs. su
respectivo grupo con OSV (prueba de “t” de Student)

Figura 10. Media + ec.em de la concentracién de serotonina (5-HT), Acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) y la tasa de recambio 5-HT/5- HIAA de hembras sin
tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio y sometidas a la operacion
simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiadas a los 80
dias de edad.
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Concentracion de monoaminas en el ovario.

Noradrenalina y 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)

Respecto al grupo testigo absoluto, el estrés por frio no modifico la concentracion de NA pero
incrementd la del metabolito. En animales estresados no se modifico la concentracion del
neurotransmisor. La vagotomia increment6 de manera no significativa la NA ovérica, y se hace
significativa en la concentracion del metabolito. La vagotomia bilateral en animales expuestos al

frio incremento tanto la NA como su metabolito (figura 11).

6000 - Noradrenalina 4500 - MHPG

3000 -

pg/mg de ovario
pg/mg de ovario

1500 H

ND ND
TA ESTRES OSV ESTRES SBNV ESTRES TA ESTRES OSV ESTRES SBNV ESTRES
osv SBNV osV SBNV

a p< 0.05 vs. su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV; ¢ p< 0.05 vs.
su grupo control (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 11. Media + e.e.m de la concentracion de noradrenalina (NA) y 3-Metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG) en ovario de hembras sin tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias
de edad a estrés por frio y sometidas a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion
bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiadas a los 80 dias de edad.
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Dopamina 'y DOPAC

El estrés por frio no modifico la concentracion de dopamina ovarica ni de su metabolito. Esta
misma respuesta se observo cuando se realizé la OSV en animales estresados. En el grupo con
vagotomia en animales expuestos al estrés por frio no fue posible determinar la concentracién

del neurotransmisor ni de su metabolito (cuadro 3).

Cuadro 3. Media + e.e.m de la concentracion de dopamina y DOPAC en ovario de hembras
sin tratamiento (TA) o expuestas a los 24 dias de edad a estrés por frio y sometidas a la
operacion simulada ventral (OSV) o a la seccidn bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiadas
a los 80 dias de edad.

TA 50.8 +14.9 72.1+5.4
ESTRES 70.4+13.2 203.2+97.3

osv 78.4+13.4 631.0 £404.2
E + OSV 109.5 + 22.6 183.9+45.2
SBNV ND ND
E + SBNV ND ND
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Serotonina y Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)

El estrés por frio no modifica las concentraciones de serotonina ovdarica. La operacion simulada
aumenta la concentracion de serotonina, mientras que la vagotomia restablece la concentracién
del neurotransmisor, sin embargo la vagotomia en animales estresados aumenta serotonina

(figura 12).
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TA ESTRES OSV ESTRES SBNV ESTRES TA ESTRES OSV ESTRES SBNV ESTRES

osv SBNV osv SBNV

a p<0.05 vs. su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs. su respectivo grupo con OSV; ¢ p< 0.05 vs.
su grupo de comparacion (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 12. Media + eem de la concentracion de serotonina (5-HT) y Acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) en ovario de hembras sin tratamiento (TA) o expuestas a los 24
dias de edad a estrés por frio y sometidas a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion
bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiadas a los 80 dias de edad.
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Experimento 2

Efecto de la seccion bilateral del nervio vago en el modelo del animal
con SOPQ inducido con VE, sobre el ciclo estral, la respuesta ovulatoria,
la concentracion sérica de hormonas esteroides y
de monoaminas en el GCMS y ovarios

Ciclo estral

En las hembras inyectadas con VE se observo una persistencia en la etapa de diestro y una
ausencia de proestro. Este patron de ciclicidad no se modificé en respuesta a la vagotomia

bilateral, sdlo que ya presentan en algiin momento células tipicas del proestro (figura 13).
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a P <0.05 vs diestro VH; b P <0.05 vs proestro VH; ¢ P < 0.05 vs proestro VE (prueba de X?).

Figura 13. Porcentaje de dias en diestro, proestro o estro de animales inyectados con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion simulada
ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80 dias de
edad.
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Ovulacién

La inyeccion de VE produjo un bloqueo de la ovulacion, ya que sélo ovularon dos animales con
una cuota ovulatoria promedio de 12 ovocitos. Esta respuesta no se modificé por la OSV. En las
hembras con VE la vagotomia restableci6 la respuesta ovulatoria similar a lo que ocurri6 en el

animal con VH y vagotomizado (figura 14).

TAO y i j
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(14,9)
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oSV 0SV SBNV SBNV oSV 0SV SBNV SBNV

a p < 0.05 vs su grupo de comparacion; b p < 0.05 vs su respectivo grupo con OSV (prueba de
Fisher en TAO; prueba de Kruskal-Wallis en ovocitos). El nimero entre paréntesis indica el
numero de ovocitos liberados por dos animales.

Figura 14. Porcentaje de animales ovulantes (TAQO) y media + e.e.m del nimero de ovocitos
liberados por ambos ovarios de animales inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol
(VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion
bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80 dias de edad.
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Concentracion de Hormonas Esteroides

La administracion de VE aument6 s6lo la concentracion de testosterona. En el grupo con VE la
OSV disminuy¢ la concentracion de progesterona e incrementd testosterona, respecto al grupo
con VH. La vagotomia en el animal con VE resultd en la disminucion de progesterona e
incremento de testosterona, mientras que la de estradiol no se modifico, en comparaciéon con el

grupo con VH (Figura 15).

20 ~ Progesterona 150 - Testosterona
c

pg/ml

VH VE VH VE VH VE VH VE VH VE VH VE
osv  0osv SBNV SBNV osv  0osv SBNV SBNV

120 -~ Estradiol

VH VE VH VE VH VE
Oosv  0osv SBNV SBNV

a p< 0.05 vs su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV; ¢ p< 0.05 vs
grupo con VH (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 15. Media + e.e.m de la concentracion de progesterona, testosterona y estradiol de
animales inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 24 dias de
edad a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV),
autopsiados a los 80 dias de edad.
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Concentracion de monoaminas en el ganglio celiaco mesentérico superior

Noradrenalina (NA), 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y MHPG/NA

La administracion de VE resulto en el aumento de la concentracion de NA y su metabolito. En
animales con VE la operacion simulada aument6 MHPG y la tasa de recambio. La seccion
bilateral del nervio vago disminuy6 la concentracion de noradrenalina, pero aumentd6 MHPG y

la tasa de recambio, respecto a su grupo con VH (figura 16).
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a p< 0.05 vs Su grupo par; b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV; ¢ p< 0.05 vs su grupo
control (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 16. Media £ e.e.m de la concentracion de noradrenalina (NA) y 3-Metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG) y la tasa de recambio (MHPG/NA) de animales inyectados con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion
simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80
dias de edad.
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Dopamina, DOPAC y DOPAC/DA

La concentracion de dopamina no se modificd bajo ningun tratamiento ni cirugia. En animales
con VE aumenté la concentracion de DOPAC, lo que se reflejo en el aumento de la tasa de
recambio. En las hembras con VE y OSV hubo una tendencia a disminuir la concentracion de
DOPAC lo que hizo que disminuyera la tasa de recambio. La vagotomia en animales con VE no

modificé la concentracion de los metabolitos (cuadro 4).

Cuadro 4. Media + e.e.m de la concentracion de dopamina, DOPAC y tasa de recambio
(DOPAC/DA) de animales inyectados con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) y
sometidos a los 24 dias de edad a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccidn bilateral

del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80 dias de edad.

390+ 141 175 +57 0.45+0.05
VE 425 + 106 690.1 +160.3 a 1.62+0.30a

VH OSV 378+ 75 737.3+223.9¢ 1.94+0.20c
VE OSV 458.5 + 88.8 562.5+154.1 1.23+0.16a

VH SBNV 399.5+77.4 221.5+36.2b 0.55+0.29b
VE SBNV 439.1+82.6 420.9+113.4 0.96 £ 0.07

a p< 0.05 vs Su grupo par (prueba de “t” de student); b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV;
¢ p<0.05 vs su grupo control (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
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Serotonina y Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) y 5-HIAA/5-HT

La administracion de VE no modificoé la concentracion de serotonina ni de su metabolito. En
estos animales la operacion simulada aumentd la concentracion del metabolito y la tasa de
recambio, en comparacion con el grupo con VE. La vagotomia disminuy6 la concentracion de
serotonina que se reflejo en el incremento de la tasa de recambio, respecto al grupo con VE o con

VH y vagotomia (figura 17).

5000 - 5-HT 1600 - 5-HIAA
1400
4000 -
) o 1200
= =
£ 3000 H 1000
s S 800
£ 2000 £
E Z 600
T4} [oT]
o o
400
1000
200
0 0
VH VE VH VE VH VE VH VE VH VE VH VE
osv 0sv SBNV SBNV oSV 0SsVv SBNV SBNV
14 - 5-HIAA/ 5-HT

abc

pg/ mg de ganglio

VH VE VH VE VH VE
osv  0osv SBNV SBNV

a p< 0.05 vs Su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV; ¢ p<0.05 vs
su grupo control (prueba de ANDEV A seguida de la prueba de Tukey)

Figura 17. Media + e.e.m de la concentracion de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) y de la tasa de recambio de 5-H7/5-HIAA de animales
inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la
operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados
a los 80 dias de edad.
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Concentracion de monoaminas en el ovario.

Noradrenalina (NA) y 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)

La administracion de VE no modificé la concentracién de noradrenalina y su metabolito en el
ovario. La operacion simulada disminuy6 la concentracion de noradrenalina, en comparacion al
grupo con VH y OSV. En las hembras inyectadas con VE la vagotomia aumentd
significativamente la concentracién de noradrenalina, similar a lo que se observo en el grupo con

VH y vagotomia (figura 18).
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a p<0.05 vs su grupo de comparacion; b p< 0.05 vs su respectivo grupo con OSV; ¢ p<0.05 vs

su grupo control (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 18. Media + e.eem de la concentracion de noradrenalina y 3-Metoxi-4-
hidroxyfenilglicol (MHPG) de animales inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol
(VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccion
bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80 dias de edad.
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Dopaminay DOPAC

La administracion de VE no modificé la concentracion de dopamina ovérica ni de su metabolito.
En animales con VE la operacion simulada disminuy6 la concentracion de DOPAC. La seccion

del nervio vago no modifico la concentracion de dopamina pero incremento6 la de su metabolito
(figura 19).
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a p <0.05 vs. su grupo control (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de Tukey-Kramer); b
p <0.05 vs. su grupo de comparacion (prueba de “t” de Student).

Figura 19. Media = e.e.m de la concentracion de dopamina y DOPAC de animales inyectados
con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion
simulada ventral (OSV) o a la seccion bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80
dias de edad.
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Serotonina y Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)

En las hembras inyectadas con VE no se modifico en el ovario la concentracioén de serotonina ni
del metabolito. La operacion simulada en animales con VE resultd en la disminucion de la
concentracion de serotonina, respecto al grupo con VH y OSV, mientras que con la vagotomia
aumento la concentracion de serotonina y del metabolito al compararse con las hembras tratadas

con VE (figura 20).
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a p< 0.05 vs. su grupo de comparacion (prueba de “t” de Student); b p< 0.05 Vs su respectivo
grupo con OSV; ¢ p<0.05 vs. grupo VH o VE (prueba de ANDEVA seguida de la prueba de
Tukey).

Figura 20. Media + e.e.m de la concentracion de serotonina (5-HT) y acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) de animales inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol
(VE) y sometidos a los 24 dias de edad a la operacion simulada ventral (OSV) o a la seccioén
bilateral del nervio vago (SBNV), autopsiados a los 80 dias de edad.
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Discusion

Los resultados del modelo del animal con SOPQ, inducido por el VE, apoyan la hipotesis de la
participacion de la inervacion parasimpatica aportada por el nervio vago en la regulacion de la
actividad noradrenérgica a nivel del GCMS. Mientras que el estrés por frio no es capaz de activar

las fibras simpaticas del ganglio.

En los animales sometidos a estrés por frio se observo perdida de la ciclicidad estral.
Probablemente en este modelo animal la aciclicidad se pueda explicar como resultado de una
mayor secrecion de estradiol. En la literatura se plantea que el frio induce la alteracion del ciclo
estral como resultado de una mayor secrecion de testosterona y estradiol (Bernucci y col., 2008).
En este modelo animal la informacion del nervio vago no parece participar en la regulacion del

ciclo estral, ya que la vagotomia bilateral no es capaz de restablecer la ciclicidad.

En los animales inyectados con VE induce alteraciones en el patron del ciclo estral, que
se caracterizo por la presencia prolongada de diestro y practicamente la ausencia del proestro.
Esta alteracion en el ciclo estral puede ser el reflejo de la mayor secrecion de testosterona y
coincide con lo ya reportado por otros investigadores y por nuestro laboratorio (Lara y col.,
1993; Rosa -E- Silva y col., 2003; Morales y col., 2010). En estos animales tratados con VE la
seccion bilateral del nervio vago no restablecio el patron del ciclo estral, ya que se observo la
presencia de dos estros continuos, resultados que llevan a plantear que la informaciéon vagal no
estd participando en la regulacion del ciclo estral, idea que ya ha sido sugerida para el animal

ciclico (Cruz y col., 1986).

En el presente estudio se observo que la vagotomia bilateral a los 24 dias de edad no
alter6 la respuesta ovulatoria cuando el animal alcanz6 la etapa adulta, sin embargo con estos
resultados no descartamos la participacion del vago en la regulacion de la ovulacion. La falta de
efectos podria indicar que existen mecanismos neuro-hormonales que permitieron el
restablecimiento de la ovulacion, ya que se postula que la participacion del nervio vago en la
regulacion de los mecanismos que culminan con la ovulacion depende del estado de maduracion
del animal y del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia. Asi, cuando en la rata de 24
dias de edad se practica la vagotomia unilateral o bilateral no se altera la respuesta ovulatoria,
mientras que si se realiza a los 28 dias de edad so6lo con la vagotomia bilateral incrementa el
nimero de ovocitos liberados al primer estro vaginal. Estos resultados llevaron a sugerir que es
suficiente con mantener intacta la informacidon parasimpatica que transcurre por uno de los
nervios vagos para regular los mecanismos que llevan a la primera ovulaciéon (Morales y col.,

2004). Mientras que en ratas adultas ciclicas, el nervio vago modula de manera asimétrica la
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Discusion

respuesta ovulatoria. Esto se apoya en el hecho de que con la seccion del nervio vago izquierdo
disminuye la tasa de animales ovulantes, efecto que no se observa con la seccion del nervio vago
derecho, mientras que con la vagotomia bilateral aumenta el nimero de ovocitos liberados (Cruz

y col., 1986).

Existen varios reportes que sefialan que el SOPQ es el resultado de una mayor actividad
de las fibras simpaticas que llegan al ovario (Paredes y col., 1998; Dorfman y col., 2003; Araya y
col., 2004; Jara y col., 2010). Metodologicamente se puede inducir ésta hiperactividad por la
administracion de VE (Brawer y col., 1986; Barria y col., 1993; Rosa- E- Silva 2003) o por la
exposicion a estrés por frio (Paredes y col., 1998; Dorfman y col., 2003; Bernucci y col., 2008;

Jara y col., 2010).

Bernucci y colaboradores en el 2008 exponen a ratas adultas a estrés por frio durante
ocho semanas observando una disminucién en el nimero de ovocitos liberados. Los autores lo
atribuyen a la disminucién en el numero de foliculos preovulatorios, ya que parte de éstos se
convirtieron en quistes foliculares. En el presente estudio la exposicion al frio a partir de los 24
dias de edad, por ocho semanas, no modific6 la respuesta ovulatoria. La discrepancia puede ser
atribuida a la edad de los animales en la cual se inici6 la exposicion al estrés, indicando que los
animales jovenes desarrollan mecanismos de adaptacion. Esta idea se apoya en el hecho de que
en animales de 24 dias de edad expuestos al frio por tres semanas incrementa la concentracion de
NA ovdérica, pero a las cinco semanas ya no se observa la hiperactividad de las fibras simpaticas

(Espinoza, 2014).

En la rata infantil la administracién de VE resulta en una falta de ovulacion y formacion
de quistes foliculares (Rosa-E-Silva y col., 2003). Resultados semejantes se observaron en el
presente estudio, donde la administracion de VE provocd el bloqueo de la ovulacion, respuesta

que no se modifica por efecto de la operacion simulada.

Estudios recientes de nuestro laboratorio muestran que la inervacion parasimpatica que
recibe el ovario, via el nervio vago, participa en la persistencia del sindrome de ovario
poliquistico, inducido por la administracion de VE. Donde la participacion de cada vago es
diferencial en la regulacion de la ovulacion, ya que en el animal sin el nervio vago izquierdo el
nimero de ovocitos liberados se restablece al valor del grupo con VH, mientras que si falta la
informacion del vago derecho el nimero de ovocitos liberados corresponde al 80% del grupo
testigo, pero superior a la que se observa en el animal con el SOPQ y la inervacion vagal intacta

(Linares y col., 2013). Los resultados del presente estudio muestran que la vagotomia bilateral
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Discusion

realizada a los 24 dias de edad en animales con SOPQ, inducido por la inyeccion de VE,
restablece la ovulacion en ambos ovarios, con una cuota ovulatoria semejante a lo reportado
para el animal con seccion del vago derecho (Linares y col., 2013). Estos resultados nos
permiten postular que en el animal con SOPQ, se requiere la integridad del nervio vago derecho

para que la ovulacion sea normal.

En la rata adulta la exposicion al estrés por frio por ocho semanas no modifica la
concentracion de progesterona en plasma (Bernuci y col., 2008). Diversos autores han propuesto
que a pesar de que incrementa la concentracion de NA plasmatica no se altera el funcionamiento
del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (Pacak y col., 1998; Pacak y Palkovits 2001; Andresen y
col., 2004). En nuestros animales con estrés por frio y con operacion simulada se observo
disminucién en la concentracion de progesterona, efecto inducido por el frio, ya que la sola
laparotomia no modifica la concentracion de la hormona. Esto podria indicar que el frio

disminuyo la actividad de la adrenal.

Como ya se menciond, en el presente estudio las hembras tratadas con VE no ovularon y
en el ovario no se observaron cuerpos luteos, a pesar de ello, la concentracion de progesterona es
similar al grupo testigo, el cual si ovulo. Con estas evidencias, sugerimos que la progesterona
determinada en suero es de origen adrenal y no ovarico. En apoyo a esta idea, se sabe que en el
animal con ovariectomia bilateral no se modifica la concentracion de progesterona, mientras la

adrenalectomia resulta en una disminucion significativa (Flores y col., 2008).

La vagotomia bilateral aumenta la concentracion de progesterona en los animales
inyectados con VH. Resultados que llevan a sugerir que el nervio vago modula de manera
inhibitoria la secrecion de la hormona por parte de la adrenal, ya que ésta glandula recibe
inervacion vagal proveniente del ganglio celiaco (Coupland y col., 1989). La modulacién que
ejerce el nervio vago va a depender del estado neuroenddcrino del animal, ya que cuando

presenta el SOPQ el vago participa de manera estimulante en la secrecion de la hormona.

La exposicion al frio por ocho (Bernuci y col., 2008) o tres semanas (Pardes y col., 1998)
aumenta la concentracion de testosterona. Estos resultados difieren a lo reportado en el presente
estudio, donde no observamos cambios en la concentracién de la hormona. La falta de efectos
puede ser atribuida a que en nuestro caso se inici6 el estrés en la etapa juvenil, mientras que en
los otros reportes se utilizo a la rata adulta. La operacion simulada en animales con exposicion al
frio disminuy¢ la concentracion de testosterona a un valor similar al del grupo con laparotomia y

sin estrés por frio. Estos resultados indican que la exposicion al frio no modificé la secrecion de
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la hormona y que fue el abrir el peritoneo lo que pudo haber modificado la actividad de la
adrenal, tal y como ya ha sido sugerido (Barco y col., 2003), y como resultado disminuy6 la
concentracion de testosterona. La concentracion de testosterona en el animal con vagotomia es
menor que un animal intacto, esto puede ser el resultado de una disminucion en la concentracion
de LH o de la menor actividad de la 33-HSD, enzima encargada de convertir progesterona en
androstenediona y androstenediol en testosterona, tal y como ya ha sido reportado (Lawrence y
Burden 1978). La concentracion de LH y la actividad de la enzima parecen no modificarse por el

estrés ya que no se modifico la concentracion de testosterona.

En la mujer, una de las caracteristicas necesarias en el diagndstico del SOPQ es el
hiperandrogenismo (Azzi y col., 2006; 2009). En la rata, la administracion de una dosis de VE
es capaz de inducir el aumento en la concentracion de testosterona (Barria y col., 1993; Morales
y col., 2010), tal y como lo mostramos en el presente estudio. El hiperandrogenismo puede ser
explicado a partir del incremento en la concentracion de NA ovarica, inducido por la
administraciéon de VE (Lara y col., 2000). Asi la NA al actuar en las células de la teca estimula la

produccion de androgenos (Dyer y Erickson, 1985)

Bernuci y col. (2008) proponen que la exposicion al frio por un periodo de ocho semanas
ocasiona que incremente la concentracion sérica de estradiol, a pesar de la disminucion en el
nimero de foliculos preovulatorios sanos. Nuestro grupo de trabajo mostré que en la rata juvenil
el estrés por frio modifica la dindmica del crecimiento de los foliculos, ya que disminuye el
numero de foliculos preantrales, antrales y preovulatorios sanos (Navarrete 2014). Esta
disminucién en la poblacion folicular podria explicar por qué observamos disminucion en la

concentracion de estradiol.

En las hembras expuestas al frio la operacion simulada resulté en el incremento de la
concentracion de estradiol, al momento no contamos con reportes que nos ayuden a interpretar
esta respuesta, sin embargo sugerimos que el frio puede estar incrementando la actividad de las
aromatasas, lo que se traduciria en una menor concentracion de testosterona y aumento en la de
estradiol, como lo muestran nuestros resultados. En el presente estudio, el frio no modifico la
concentracion de NA en el ovario ni la concentracion de testosterona, mientras que disminuyo la
de estradiol. Tomando en conjunto estas evidencias, sugerimos que en el animal con frio y
operacion simulada no siempre la concentracion de hormonas esteroides se correlaciona con las

altas concentraciones de NA ya que el estrés no modificé este neurotransmisor.
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Cuando los animales expuestos al estrés por frio son sometidos a la vagotomia bilateral la
concentracion de estradiol se normaliza, resultados que nos hacen pensar que a la falta del nervio
vago se acelero el crecimiento de los foliculos y como resultado la concentracion de la hormona
fue similar al grupo control. Esta idea surge a partir de los resultados de Cruz y col. (1986)
quienes postularon que la informacioén que transcurre por ambos nervios vago modula de manera

inhibitoria el desarrollo folicular.

La administracion de VE resulta en el incremento en la concentracion de estradiol (Barria
y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales y col., 2010). En el presente estudio se observo
tendencia al incremento, que no llegd a ser significativo por la dispersion de los datos. Es posible
que en los animales con SOPQ, el nervio vago module de manera estimulante la secrecion de
estradiol, esta idea se ve reforzada por el hecho de que al seccionar ambos nervios vago, la

concentracion de la hormona se normaliza a valores similares a las de un animal control.

La exposicion al frio puede resultar en el incremento en la concentracion de NA ovarica
si el periodo de exposicion se prolonga por 3 semanas, sin embargo, si la exposicion se extiende
por 11 semanas el animal presenta una adaptacion que se traduce en la normalizacion de la
concentracion de NA (Paredes y col., 1998). Por las evidencias reportadas es posible deducir que
en la rata expuesta al frio no siempre la concentracion de NA se refleja en una mayor actividad
esteroidogénica, asi, cuando la rata adulta permanece por ocho semanas a 4°C no hay cambios en
la NA ovérica pero si incrementa la concentracion de testosterona y estradiol, respuesta que se
mantiene aun cuando el animal es sometido a una operacion simulada del craneo (Bernucci y
col., 2008). Al parecer, la participacion de la NA en la esteroidogénesis va a depender del animal
en estudio, ya que un animal ciclico la noradrenalina que actia sobre las células de la teca
estimula la secrecion de andrégenos, que actlian como sustrato en la biosintesis de estradiol

(Barria y col., 1993; Dyer y Erickson, 1985).

El hecho de que a nivel de ovario incremente la concentracion de NA en respuesta a la
administracion de VE (Morales y col., 2010) o a la exposicion al estrés por frio por 3 semanas
(Paredes y col., 1998) puede ser un indicador de una mayor actividad de las fibras que se
originan en el GCMS. Asi el grupo de Lara (2000) mostr6 que el VE es capaz de incrementar la
concentracion de Tirosina Hidroxilasa (TH) y con ello de NA en el ganglio. Es posible que la
actividad de las neuronas noradrenérgicas del ganglio sea modulada por la informacion neural
que transcurre por el nervio vago. Esta idea surge a partir de evidencias con marcadores

fluorescentes, donde se muestra que en el GCMS existen fibras vagales en aposicion con las
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neuronas simpaticas (Berthoud y Powley 1996). Estas evidencias nos permiten explicar el por
qué disminuye la concentracion de NA en el ganglio después de realizar la vagotomia bilateral

en ¢l animal con SOPQ.

El estrés agudo altera al eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal lo que se traduce en aumento en
la concentracion de ACTH por la adenohipéfisis y como resultado incrementa la liberacion de
corticosterona en plasma (Dallman y col., 1987). Al mismo tiempo, se incrementa la actividad
de los nervios simpaticos que inervan la médula adrenal, lo que resulta en el incremento en la
liberacion de NA por la glandula (Eliason 1984). Sin embargo, en nuestra cepa de ratas el estrés
por frio no aumentd la concentracion de NA ovdrica ni en el GCMS como se ha reportado en
anteriores estudios (Paredes y col., 1998; Bernucci y col., 2008; Jara y col., 2010). Esta
discrepancia puede ser explicada por la diferencia del estimulo al que fue expuesto el animal, su

intensidad y tipo de estresor, tal y como lo muestra el grupo de Pacak (2012).

La administracion de VE o la exposicion a estrés por frio no modificé la concentracion de
DA en ovario o en el GCMS. Esto posiblemente responda a que en la rata la concentracion de
¢ésta amina es muy baja y solo se ha descrito la presencia de granulos de NA en el ganglio

celiaco (Gabella 1995).

En ratas adultas sin ninguna patologia, la estimulacion eléctrica del nervio vago aumenta
la tasa de disparo de las neuronas 5-HT del ntcleo dorsal del rafe (NDR) y la actividad de las
neuronas NA en el locus coeruleus (LC). Los autores sugieren que el efecto de la estimulacion
del nervio vago sobre las neuronas 5-HT es indirecta, y podria ser mediada por la activacion del
sistema NA presente en el LC (Manta y col., 2009), ademés de que el propio NDR envia
proyecciones al LC y de esta manera se podria establecer una modulacion cruzada entre el NDR

y el LC (Dorr y Debonel 2005).

El LC junto con el nucleo paraventricular (NPV) participan en la regulacion del eje
hipotalamo-hipoéfisis-adrenal, mediando la respuesta de los individuos a cambios estresantes
(Valentino y col., 1993; Chrousos y Gold 1992). El LC se activa por una variedad de factores
estresantes, entre ellos el estrés por frio (Daiguji y col., 1982; Yuan y col., 2002). Estas
evidencias podrian ayudar a explicar el incremento de 5-HT en el GCMS en respuesta al estrés
por frio, ya que partiriamos del hecho de una mayor actividad de LC, el cual a su vez activa a las

neuronas del NDR.
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En nuestros grupos el VE inyectado a los 10 dias de edad no modifico la concentracion
de serotonina en el GCMS ni en ovario. Al momento, s6lo contamos con un reporte que indica
que la administraciéon de VE en ratas neonatas aumenta la concentracion de serotonina en el
nucleo arcuato del hipotdlamo ventromedial (VMH-AN) (Sotomayor y col.,, 2011). No

descartamos que este efecto también se observe en nuestros animales.

En nuestros animales con SOPQ inducido con VE, o expuestos al frio, la seccion bilateral
del nervio vago disminuye la concentracion de serotonina en el CGMS, mientras que en el ovario
la aumenta. Estos resultados permiten sugerir que en los dos modelos experimentales el nervio
vago participa en la secrecion de serotonina por parte del GCMS y del ovario, donde la modula

de manera estimulante en el GCMS y de manera inhibitoria en el ovario.

Resumiendo, atin cuando en la bibliografia se utiliza el estrés por frio para inducir el
SOPQ, los resultados del presente estudio permiten sefialar que solo en los animales tratados con
VE se reproducen las caracteristicas del sindrome, y que el estrés por frio es un modelo
completamente diferente, en donde no observamos los pardmetros que definen la patologia. En la
Figuras 21 y 22 planteamos la participacion del nervio vago en la regulacion de la ovulacion y la

esteroidogénesis ovarica en los dos modelos estudiados.
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Estrés por frio

ovulacion

ovulacion

Figura 21. Modelo del animal sometido a estrés por frio.

a) La regulacion de la funcion ovarica por el nervio vago no es modificada por el estrés por
frio.

b) La falta de la informacion vagal disminuye la actividad de las fibras simpaticas del ganglio
celiaco e incrementa la NA ovdrica que se traduce en un aumento en la concentracion de

testosterona.
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Valerato de estradiol
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(b)

Simpaticas
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ovulacion

Figura 22. Modelo del animal tratado con valerato de estradiol

a) Se plantea que la informacién del nervio vago, proveniente del ganglio nodoso estimula la
actividad de las fibras simpaticas del ganglio celiaco, lo que a su vez resulta en un
hiperandrogenismo y la falta de ovulacion.

b) La falta de inervacion vagal disminuye el tono simpdtico del ganglio celiaco que se
acompafa por un incremento en la concentracion de NA ovarica, evento que culmina con la

ovulacion
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Conclusiones

e En la rata ciclica, sin patologia, el nervio vago modula de manera inhibitoria la
esteroidogénesis.

e En la rata juvenil el estrés por frio no modifica la concentracion de testosterona, la
ovulacion ni las concentraciones de NA, por lo que no es un buen inductor del SOPQ.

e En la rata hembra sometida al estrés por frio, el nervio vago modula de manera
estimulante la concentracion de NA y 5-HT en el GCMS, mientras que en el ovario la
modulacion es tipo inhibitoria.

e El nervio vago modula de manera estimulante la actividad simpatica del CGMS, por lo
que la vagotomia bilateral revierte la condicion quistica en animales tratados con VE.

e En la rata con SOPQ la informacion vagal modula de manera estimulante la actividad del
sistema serotoninérgico del GCMS, mientras que es inhibitorio en el ovario.

e En animales con SOPQ el nervio vago modula de manera diferencial la secrecion de las

hormonas esteroides.
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