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RESUMEN

Resumen

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno heterogéneo, con
alteraciones endocrinas y metabdlicas, afecta del 4 al 10% de las mujeres en edad
reproductiva en diferentes poblaciones, por lo que se considera el trastorno
reproductivo mas frecuente de la mujer en edad reproductiva. El SOPQ se manifiesta
clinicamente por una combinacién de hiperandrogenismo con anovulacién crdénica y una
inadecuada secrecion de gonadotrofinas destacando altas concentraciones de hormona
luteinizante (LH) y aumento de la relacidon LH-hormona foliculo estimulante (FSH). Tanto
en la mujer como en la rata se ha sugerido que la hiperactivacion de los nervios
simpaticos que llegan al ovario participa en el desarrollo y mantenimiento del ovario
poliquistico. En la rata se utiliza la administracién del valerato de estradiol (VE) para
estimular al sistema nervioso periférico que inerva al ovario e inducir el SOPQ. La seccidn
bilateral del nervio ovarico superior (NOS), conduce a la restauracion del ciclo estral y

recuperacién de las funciones ovaricas.

En el presente estudio, la administracion de VE en diferentes dias del ciclo estral
condujo a una disminucion de la proporcién de animales ovulantes (TA: 100% vs D1+VE:
72%; P+VE: 58% y E+VE: 37%, *P<0.05 vs TA prueba de Xi’) y ovocitos liberados (TA: 8.83
+ 0.7 vs D1+VE: 4.75 £ 1.03 y E+VE: 4.33 £ 1.76 *P<0.05 vs TA prueba de U de Mann-
Whitney).

Las concentraciones de FSH disminuyeron en las hembras inyectadas en los dias del
diestro 1 o proestro (TA: 11.25 + 0.38 ng/ml vs D+VE: 2.4 + 0.48 ng/ml; P+VE: 6.27 + 0.19
ng/ml P<0.05 prueba de ANDEVA), mientras que las concentraciones de LH solo
incrementan en las hembras tratadas en el dia del proestro (TA: 0.14 + 0.012 ng/ml vs

P+VE 0.21 £ 0.03 ng/ml P<0.05 vs TA prueba de prueba de ANDEVA).

En el grupo tratado con VE en el dia del estro, la seccién bilateral del NOS, incrementd

la tasa ovulatoria del ovario derecho respecto a su testigo con VE. En los grupos tratados
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con VE en los dias del diestro 1 o estro sometidos a la seccion bilateral del NOS la

proporciéon ovulatoria fue similar a sus grupos tratados con VE sin ninguna cirugia.

En las hembras tratadas con VE y sometidas a la seccidon bilateral del NOS, la

concentracion de gonadotropinas fue similar a sus testigos sin cirugia.

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que el SOPQ se desarrolla
independientemente del dia del ciclo estral en el que se administre el VE, en las hembras
tratadas con VE en los dias del proestro o estro, la falta de la informaciéon neural
aportada por el ambos nervios del NOS parece no tener una influencia en los
mecanismos que culminan con la ovulacién. Por ultimo, el desarrollo y mantenimiento

del SOPQ no parece depender de la concentracidn plasmdtica de gonadotropinas.
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INTRODUCCION

Introduccion

La informacién neural que llega al ovario, principalmente la de naturaleza
catecolaminérgica y peptidérgica, participa en la modulacidon de la esteroidogénesis
(Adashi y col., 1981; Aguado y col, 1982), el inicio del desarrollo folicular (Mayerhofer,
2003; Lara y col, 1990b; Curri y col, 1984) y la liberacién de un évulo viable (Dissen y
Ojeda, 1999).

La correcta funcién del ovario garantiza la produccién de hormonas y de gametos
sanos para la reproduccién (Tortora y Derrickson 2006; Yen, 2001). Estas funciones son

reguladas a través del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada (Sanchez, 1999).

La actividad del ovario varia a lo largo del ciclo ovarico (Galas, 2012). Para que exista
un ciclo normal se requieren de varios factores, entre ellos una liberacién pulsatil y
periédica de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Kably, 2006) vy la
liberacion preovulatoria de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH), estimulada por la caida brusca de los estrégenos (Halvorson, 2001). Por

lo que el control del ciclo ovarico es en parte regulado por el propio ovario.

Existen dos tipos de ciclos ovaricos en los mamiferos, el estral y el menstrual, estos
comparten caracteristicas pero a su vez tiene cada uno caracteristicas propias (Sanchez,
1999). Alteraciones neuroendocrinas pueden ocasionar una disfuncidon de estos ciclos
ocasionando en muchos casos patologias que pueden llevar a la anovulacién y como

consecuencia de ésta la infertilidad (Moran-Villota, 2006; Sdnchez, 1999).

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es un desorden heterogéneo, enddcrino-
metabdlico y ha sido reconocido como la principal causa de infertilidad afectando del 4
al 10% de las mujeres en edad reproductiva. El SOPQ se manifiesta clinicamente por una
combinacidn de hiperandrogenismo con anovulacién créonica y un aumento de la relacion

LH- FSH (Moran-Villota, 2006; Lara y col., 2002; Yen 2001).
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La etiologia del SOPQ no se conoce con certeza (Discacciati 2007; Stener-Victorin y
col. 2005). Existen varias hipdtesis sobre el origen del SOPQ que incluyen desbalances
hormonales, cambios epigenéticos en la vida fetal, anormalidades genéticas, estilo de

vida y factores ambientales (Pascuali y col., 2011).

Para el estudio de esta patologia, desde la década de los 60°s se han realizado varios
estudios utilizando modelos animales, entre los mas empleados estan los roedores que
ofrecen diversas ventajas como: antecedentes genéticos estables, facil manejo y
mantenimiento, ciclos reproductivos y generaciones cortas y Vviabilidad para

manipulacion genética (Walters, 2012).

Muchas de las caracteristicas presentes en la mujer con SOPQ estan asociadas con
una sobre activacién crénica del sistema nervioso simpatico (SNS), lo que lleva a
especular sobre su participacién en la patogénesis del SOPQ (Lansdown, 2012). En la
mujer con SOPQ se ha reportado que el ovario presenta una mayor densidad en el
contenido de fibras catecolaminérgicas (Stener-Victorin y col., 2004) y que esta
inervacién simpatica esta acoplada a la secrecion de hormonas esteroides (Lara y col.,

2001).

En la rata se puede inducir el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) por la
administracion de una dosis de valerato de estradiol (VE) que resulta en la estimulacién

del sistema nervioso periférico que inerva al ovario (Barria y col., 1993).

Por los antecedentes antes descritos fue de interés del presente estudio analizar en la
rata adulta, la participacién de la inervacion simpatica en el desarrollo del SOPQ vy si esta

varia en funcién del dia del ciclo estral.
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Marco Teorico
Funciones Ovaricas

Los ovarios, son glandulas pares, sus funciones son (Tortora y Derrickson 2006; Yen,

2001):

e Produccion de gametos viables para la reproduccién.

e Produccidn de hormonas esteroides y proteicas como inhibina, activina y relaxina.

En la mujer, los ovarios uno a cada lado del utero, descienden hacia el borde de la
porcion superior de la cavidad pelviana durante el tercer mes de desarrollo. Varios
ligamentos los fijan en su posicidn. El ligamento ancho del Utero, se une a los ovarios por
un pliegue de una capa doble de peritoneo llamado mesoovario (Tortora y Derrickson,
2006; Tresguerres y Castillo, 2005). El ligamento propio del ovario fija los ovarios al Utero

y el ligamento suspensorio los fija a la pared pelviana (Tortora y Derrickson, 2006).

En la rata el ovario es fijado a través del ligamento suspensorio por el cual viaja el

nervio ovdrico superior (NOS) (Dissen y Ojeda, 1999).

El ovario presenta tres regiones distintas perfectamente estructuradas: una médula
central, una corteza vy el hilio interno en el punto de anclaje del ovario con el mesovario.
Es en la corteza donde se van a localizar los foliculos ovaricos, cuya organizacién y
componentes van a sufrir toda una serie de cambios coincidentes con el grado de
diferenciacion y desarrollo de los ovocitos contenidos en su interior. Estos cambios estdn
intimamente relacionados con la doble misién de los ovarios. Por un lado, seran los
responsables de la secrecion de las hormonas femeninas una vez transcurrida la
pubertad vy, por el otro, seran también los encargados de proporcionar los gametos

femeninos, para su potencial fecundacion (Tresguerres y Castillo, 2005).
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Estructura ovarica

La mayoria de los vertebrados desarrollan un par de ovarios con excepcién de algunas
aves, reptiles y pocos mamiferos que solo tienen un ovario. Los ovarios son de los
dérganos mas vascularizados. La arteria ovarica o arteria Utero-ovarica surge de la aorta
abdominal llegando al ovario por medio del mesovario. A través del hilio ingresa al

ovario una rama de la arteria ovarica, nervios adrenérgicos y colinérgicos (Yao, 1999).

Aunque el tamafio de los ovarios varia, la estructura del ovario es similar entre los

mamiferos (Yao, 1999).

Cada ovario puede dividirse en las siguientes partes (Tortora y Derrickson, 2006) (Fig.

1):

o El epitelio germinal, una capa de epitelio simple que cubre la superficie del ovario.
La expresion epitelio germinal no es correcta debido a que éste no da origen a los
6vulos; sin embargo al momento de denominarlo asi, se creia que si lo hacia.

ela tunica albuginea, una capa blanquecina de tejido conectivo denso irregular
localizada inmediatamente por debajo del epitelio germinal.

e La corteza ovadrica, la region al interior de la tunica albuginea. Estd compuesta por
foliculos ovaricos rodeados de tejido conectivo denso irregular con células
musculares lisas dispersas.

e La médula ovdrica se encuentra en el centro. El borde entre la corteza y la médula
es impreciso; sin embargo, la médula se distingue por tener un tejido conectivo
mas laxo con vasos sanguineos linfaticos y nervios.

e Los foliculos ovaricos se encuentran en la corteza y estan compuestos por los
ovocitos en sus distintos estadios de desarrollo, junto con las células que los
rodean. Cuando las células son planas y forman una sola capa se les denomina

células foliculares, durante el desarrollo cuando forman mas capas se llaman
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células de la granulosa.
El ovario esta constituido por tres compartimentos funcionales diferentes:

o El compartimiento folicular o cortical: Donde se lleva a cabo el proceso de
foliculogénesis (Sanchez, 1999).

o El compartimiento luteal: El cuerpo liteo es una estructura glandular que ocupa el
sitio del foliculo roto. El cuerpo IUteo secreta grandes cantidades de progesterona
(Neagle, 2006).

o El compartimiento intersticial: Se forma de las células de la teca de aquellos
foliculos que van a la atresia. En el estroma ovdrico se encuentran cuatro clases
principales de células intersticiales, que se clasifican por sus caracteristicas y
posicién en el ovario en: primarias, tecales, secundaria e hiliares. En respuesta a la
accion de la LH, la glandula intersticial secreta andrdégenos, principalmente

androstenediona y testosterona (Sanchez, 1999).

Arterias Epitelio Tanica Foliculos
y venas germinativoj‘ aIbuginea> primordiales
Foliculos
e preovulatorio

a8 \‘ < : -
- - - i = .
Region : o — -
medular ‘ % e
Region Cuerpo Cuerpo Foliculos en
cortical luteo albicans crecimiento

Fig. 1. Diagrama del ovario donde se muestran sus principales componentes: epitelio germinativo,

tunica albuginea, regidn cortical y region medular. Tomado y modificado de Junqueira y Carneiro, 2005.
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Produccion de hormonas

Durante mucho tiempo se considerd a la hipdfisis como la glandula endocrina maestra
porque secreta varias hormonas que controlan otras glandulas endocrinas. Hoy sabemos
que la hipdfisis tiene a su vez un regulador, el hipotdlamo. El hipotdlamo es el sustrato
anatémico a través del cual el sistema nervioso central (SNC) y sus aferencias regulan el
funcionamiento de la hipdfisis (Neagle, 2006; Tortora y Derrickson, 2006). El I6bulo
anterior de la hipdfisis o adenohipéfisis secreta hormonas que regulan un amplio rango

de funciones como el crecimiento o la reproduccion (Tortora y Derrickson, 2006).

Las células gonadotrdpicas presentes en la adenohipéfisis secretan dos hormonas la

FSH vy la LH (Tortora y Derrickson, 2006).

La neurohormona hipotaldamica que controla la produccién de gonadotropinas
hipofisarias fue llamada en una primera instancia hormona liberadora de LH (LHRH) y
luego por su capacidad de liberar ambas gonadotropinas, fue renombrada como GnRH

(Neagle, 2006; Dominguez, 1997).

La FSH estimula el crecimiento y la maduracidn folicular, actua sobre las células de la
granulosa para la liberacion de estrégenos y genera en ella la adquisicién de receptores
para la LH y la capacidad de producir inhibina. La LH promueve la ovulacidn, en el cuerpo
luteo se encuentra la mayor concentracion de receptores sobre los que actua

estimulando la produccion de progesterona (Lombardi y La Spina, 2006).

El ovario produce hormonas esteroides y no esteroides. Las hormonas esteroides son
solubles en grasa y generalmente derivan del colesterol, las hormonas no esteroides son
solubles en agua, de naturaleza peptidica y funcionan como factores de crecimiento o

son factores relacionados al crecimiento (Ying, 1999).

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente el

estradiol y la progesterona, aunque también se producen pequefias cantidades de
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estrona, androstendiona, testosterona, 17a-hidroxiprogesterona y varias hormonas no
esteroideas, como la inhibina, la activina y la relaxina y algunos factores locales

(Tresguerres y Castillo, 2005).

Las hormonas no esteroides son principalmente producidas en las células granulosas y
las células del cuerpo luteo (Ying, 1999). La inhibina es una sustancia peptidica
heterodimérica con un peso de 32 kD constituida por dos cadenas a y B unidas por
puentes disulfuro. En el ovario se produce fundamentalmente en las células de la
granulosa, con lo cual los foliculos mds grandes producen mas, pero también se sintetiza

en las células luteinicas (Tresgerres y Castillo, 2005).

Los lugares principales de produccidn esteroidea en el ovario son fundamentalmente
la granulosa, la teca y las células del cuerpo lateo (Ying, 1999; Tresguerres y Castillo,
2005), que poseen el sistema enzimatico requerido para la formacion de hormonas

esteroideas (Tresguerres y Castillo, 2005).

Los esteroides producidos en los testiculos, en las glandulas suprarrenales o en la
placenta, derivan del colesterol (Hinshelwood, 1999, Yao, 1999), que se obtiene a partir
de tres fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre en forma de
lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de acetilcoenzima A,
y el que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas lipidicas. La
fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captacién del colesterol
lipoproteico, concretamente de las lipoproteinas de baja densidad o LDL (Tresguerres y

Castillo, 2005).
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Esteroidogénesis en el ovario

La produccién de esteroides estad en funcién del contenido de cuatro enzimas clave,
gue son el CYP desramificante, la 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD), la 3
B-hidroxilasa y la CYP 19 P450-aromatasa (P450,.m). Estas enzimas catalizan la
conversion de colesterol de 27 atomos de carbono a progestdgenos de 21 atomos de
carbono, de progestagenos a andrégenos de 19 dtomos de carbono y finalmente, de
androégenos a estrégenos de 18 dtomos de carbono (Brown, 1999, Van Voorhis, 1999,

Tresgerres y Castillo, 2005) (Fig. 2.).

Tanto las células tecales como las del cuerpo IUteo son capaces de sintetizar elevadas
concentraciones de andrégenos, mientras que las células granulosas no son capaces de
ello. El dltimo paso para la biosintesis de los estrégenos es la aromatizacién del anillo A
de los andrdégenos utilizando la enzima CYP 19 aromatasa, que esta presente en grandes

cantidades en las células granulosas (Tresguerres y Castillo, 2005).

En la mayoria de mamiferos, a excepcidn del cerdo y el mono Rhesus, las células de la
teca carecen de la enzima aromatasa. Sin embargo, la actividad de esta enzima en las
células tecales de estas dos especies es mucho menor que en las células granulosas y no

influyen significativamente en las concentraciones de estradiol (Galas, 2012).

Aun es aceptada la teoria que supone la necesidad de interaccién entre las células de
la teca interna y las de la granulosa para conseguir la biosintesis de estrégenos. Las
células tecales, con suficiente vascularizacién y dotacién de receptores para LDL,
disponen de los sistemas enzimaticos capaces de transformar la pregnenolona en
andrégenos en respuesta a la LH, pero no tienen las enzimas para llegar a la biosintesis
de estradiol. Por su parte las células de la granulosa en respuesta a la accion de la FSH
son capaces de sintetizar elevadas cantidades de estrogenos a través de la via P450c17,

siempre y cuando los andrégenos precursores les sean suministrados por las células
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tecales. De este modo la produccién de hormonas esteroides depende de dos células
(tecales y granulosas) y dos gonadotropinas (LH y FSH). Esta es la teoria de la dos células

dos gonadotropinas (Tresguerres y Castillo, 2005; Yeh, 2001; Van Voorhis, 1999) Fig. 3.

4 6
Cholesterol
(C-27)
CHs
CHs =OH CHs OH CHs CHs
CH3 CH
(o} 0 HO
Progesterona Testosterona 178 Estradiol
(C-21 Progestina) (C-19 Androgeno) (C-18 Estrégeno)

Fig. 2. Estructura quimica del colesterol con 27 atomos de carbono, Progesterona con 21 dtomos de
carbono y 17-B estradiol con 18 datomos de carbono, testosterona 19 atomos de carbono (abajo centro).

Tomado y modificado de Smith, 1999.

La esteroidogénesis se lleva a cabo en la mitocondria, la transferencia mitocondrial de
colesterol es llevada a cabo por la proteina reguladora de la esteroideogénesis aguda

(StAR) (O Malley, 2001; Hinshelwood, 1999).

El primer paso para la esteroidogénesis es la conversion de colesterol a pregnenolona
por la escisidén del enlace del carbdn 20 y 22 resultando una molécula de pregnenolona.
Esta reaccion ocurre en la mitocondria de las células foliculares y se cree que es el paso
limitante para la esteroideogénesis. La enzima que cataliza esta reaccion es la P450scc

(Van Voorhis, 1999; Hinshelwood, 1999; Brown, 1999).
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Fig. 3. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario, explicado a través de la “teoria de la doble

célula-doble hormona” tomado y modificado de Tresguerres y Castillo, 2005.

La hidroxilaciéon de pregnenolona y subsecuente escisién del enlace 17 y 20 para
formar dehidroepiandrostenediona (DHEA) o androstenediona (esteroides con 19
atomos de carbono) es catalizada por una sola enzima, la 17a-hidroxilasa/17,20 liasa
(P45047,). Esta enzima se localiza en el reticulo endoplasmico, estd presente en la
corteza adrenal en varias especies, excepto en la rata. También se expresa en las células

de Leyding en los testiculos y en las células de la teca interna en el foliculo ovarico y
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dependiendo de la especie en el cuerpo lGteo. La expresidon de P450,4 es regulada en las

goénadas por la LH (Hinshelwood, 1999).

La accion del complejo enzimatico P450.,, es requerido para convertir la
pregnenolona en progesterona asi como en sus respectivos productos DEHA vy
androstenediona. Estas dos rutas alternativas son referidas como via 5-ene-3B-hidroxi o
A llevada a cabo en el foliculo ovérico y la via 4-en-3-oxo o A* la cual se realiza en el

cuerpo luteo (Tesguerres y Castillo, 2005; Brown, 1999).

La 17B-HSD cataliza la interconversion de androstenediona a testosterona ambos
andrégenos de 19 atomos de carbono (Brawn, 1999). La aromatizacién de estos
andrégenos es catalizada por la enzima P450,,0m, localizada en el reticulo endoplasmico
de las células granulosas en el foliculo ovarico, esta acciéon es regulada por la FSH
(Tesguerres y Castillo, 2005; Brown, 1999; Hinshelwood, 1999). La Fig. 4 muestra la

sintesis de esteroides por el ovario asi como las enzimas que participan en ella.
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Fig. 4. Esquema general de la sintesis de estrégenos y andrégeno. Tomado y modificado de O" Malley, 2001.
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Desarrollo folicular

El desarrollo folicular comienza cuando los foliculos abandonan su estado de reposo y
comienzan un proceso de crecimiento, division y diferenciacidn celular que culmina en la

ovulacion (Van Voorhis, 1999).

En las ratas y ratones, la histogénesis ovarica y la iniciacidn del crecimiento folicular
son eventos que toman lugar durante la primera semana después del nacimiento. En la
rata el ensamble folicular ocurre después de las 24 horas de vida postnatal, como parte
de un proceso de diferenciacion, que resulta en la masiva formacién de foliculos en un
periodo menor a las 36 horas (Malamed y col., 1992). Seguido de la formacién de
foliculos que comienzan su crecimiento, bajo otro proceso de diferenciacién, donde se

adquieren receptores y sensibilidad a las gonadotrofinas (Mayerhofer, 1997).

Durante el desarrollo fetal temprano, células germinativas primordiales migran desde
el saco vitelino a los ovarios, donde se diferencian en ovogonios. Los ovogonios son
células madre diploides (2n) que se reproducen por mitosis para formar millones de
células germinativas, la mayor parte de estas células se degeneran por un proceso
conocido como atresia. Algunas logran desarrollarse hasta formar células de mayor
tamario llamadas ovocitos primarios, que entran en la profase de la meiosis | durante el
desarrollo fetal pero no completan esa fase hasta la pubertad. Durante esta etapa
detenida del desarrollo, cada ovocito primario es rodeado por una capa de células

foliculares, y la estructura entera es el foliculo primordial (Tortora y Derrickson, 2006).

La poblacién de foliculos primordiales es progresivamente reducida durante la etapa
reproductiva. El descenso de los foliculos primordiales ocurre como el resultado de dos
procesos, la atresia y la entrada de los foliculos a la fase de crecimiento. En el humano,
una gran cantidad de los foliculos son reducidos por atresia al momento de nacer y

siguen reduciéndose desde el nacimiento hasta la menopausia (Van Voorhis, 1999).
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Al final de la pubertad y antes del comienzo de los ciclos reproductores, parte de los
foliculos primordiales, se han desarrollado hasta el estadio de foliculo primario (60-150
um de didmetro) (Sanchez, 1999). Estos consisten en un ovocito primario rodeado por
varias capas de células cuboides que se encuentran separadas en algunos puntos por

pequefias cantidades de liquido folicular.

A medida que el foliculo crece, forma una capa glucoprotéica definida, llamada zona
pelucida entre el ovocito primario y las células granulosas (Carlson, 2001; Sdnchez, 1999;

Tortora y Derrickson, 2006).

La membrana basal separa las células granulosas de la teca. Cuando el foliculo
primario se convierte en foliculo secundario, la teca se diferencia en dos capas celulares:
1) la teca interna, una capa interna muy vascularizada de células secretoras cuboides y 2)
la teca externa, una capa de células externas del tejido conectivo y fibras coldgenas
(Tortora y Derrickson, 2006). El desarrollo inicial del foliculo tiene lugar sin que haya una
influencia importante de las hormonas hipofisiarias, pero a medida que se aproxima la
pubertad, la maduracién folicular continua requiere la accion de la FSH sobre las células
de la granulosa, que para este momento han desarrollado receptores para FSH en sus
superficies. La indicacidon mas evidente del desarrollo ulterior de algunos de los foliculos
es la formacién de un antro, que es una cavidad llena de liquido folicular. El liquido es
secretado por las células granulosas y se acumula en el centro del foliculo, al comienzo el
liqguido es secretado por las células foliculares y mas tarde se forma principalmente como
un trasudado procedente de los capilares del lado externo de la membrana granulosa
(Carlson, 2001). Ademads, la capa mads interna de las células granulosas se une
firmemente a la zona pelucida y pasa a formar la corona radiada (Tortora y Derrickson,
2006; Carlson, 2001). Con la apariciéon del antro, el foliculo recibe el nombre de foliculo

secundario (Carlson, 2001).
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Bajo multiples influencias hormonales, el foliculo aumenta de tamafio rapidamente y
empieza a hacer relieve en la superficie del ovario. En este punto se denomina foliculo
terciario, maduro o de Graaf (Fig. 5.) En el interior de éste, el ovocito primario completa

la meiosis |, produciendo dos células, el ovocito secundario y el primer corpusculo polar.

Una vez que se forma el ovocito secundario, inicia la meiosis dos pero se detiene en
metafase (Tortora y Derrickson, 2006; Carlson, 2001). El dévulo ahora un ovocito
secundario, esta localizado en un pequeifio monticulo de células conocido como

cummulus oophorus (Carlson, 2001).

En los individuos monoovulantes, un solo foliculo adquiere dominancia, mientras que
los demas entran en proceso de atresia. En este foliculo se incrementa la cantidad de
liquido antral, el cimulo ovéforo disminuye, la capa de células granulosas se estira y
adelgaza y la vascularizacion de la teca aumenta. La membrana basal sufre un proceso
proteolitico y el ovocito es liberado (Sanchez, 1999).

Antro  Células de la Antro Células de la

granulosa

Células de la

Zona pelucida granulosa

en formacion

Células de
estroma ovarica

OvocitoE / S,

o'. ’

g i "4 Teca
- Ynterna
Célula folicular Lamina Zona pelucida Teca Teca Coumulus Corona Teca
basal Teca interna externa interna oophorus  radiada externa
FoLicuLo FOLICULO FoLicuLo FoLicuLO FOLICULO MADURO
PRIMORDIAL PRIMORDIAL  PRIMORDIAL ANTRAL (DE GRAAF)

UNILAMINAR MULTILAMINAR

Fig.5. Foliculos en diferentes etapas de desarrollo. Tomado y modificado de Junqueira y Carneiro 2005.
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Regulacion del desarrollo folicular

Los foliculos primordiales y primarios son insensibles a las gonadotropinas y se
desarrollan en funcidn de los sistemas locales intraovaricos. Al llegar la pubertad, la FSH
ejerce una accion estimulante del desarrollo folicular, la FSH interviene también en el
proceso de reclutamiento folicular, crecimiento folicular y desarrollo del foliculo
dominante. Serd precisamente en el foliculo dominante donde las altas concentraciones
de estradiol determinen un incremento de sus receptores para la FSH. Esto posibilita que
este foliculo continle desarrolldndose en presencia de concentraciones cada vez mas
bajas de FSH, que determinan la atresia de los otros foliculos (Tesguerres y Castillo,

2005; Dominguez, 1997).

Se ha considerado a la FSH como la principal hormona responsable de la maduracion
folicular y que a medida que avanza el ciclo y los foliculos crecen se produce una
disminucidon de sus concentraciones. Este descenso de la FSH ocurre por una
retroalimentaciéon negativa de los estrégenos producidos por las células granulosas,
conjuntamente con la inhibina, sobre la FSH (Tesguerres y Castillo, 2005; Dominguez,

1997).

La importancia de las dos gonadotrofinas, FSH y LH, es estimular el desarrollo
folicular, bajo la influencia de la GnRH liberada por el hipotdlamo de modo pulsatil. La
frecuencia de los pulsos no sélo consigue incrementar o disminuir las concentraciones de
ambas gonadotropinas, sino que es capaz de controlar por separado la LH y la FSH

(Tesguerres y Castillo, 2005; Dominguez, 1997).

La secrecidn de GnRH es regulada por multiples sistemas de sefiales neuroendocrinas,
gue estimulan o inhiben su liberacion. La secrecion pulsatil de GnRH conlleva a que la
secrecidon de gonadotropinas y esteroides también sea en forma de pulsos (Tesguerres y

Castillo, 2005; Dominguez, 1997).
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Knobil y col. establecieron por primera vez en las monas Rhesus que el sistema
neuronal de GnRH, localizado en el hipotdlamo medio basal, tiene una conducta ritmica
con descargas de actividad eléctrica, agudas y de corta duracion, estas descargas ocurren
aproximadamente con intervalos horarios y comprobaron que existe una gran sincronia
entre los pulsos de GnRH en la sangre del sistema porta hipotaldmico y los pulsos de LH

en la sangre (Kably, 2006).

Para que exista un ciclo ovarico normal se requiere de una liberacién pulsatil y
periddica de GnRH, esta activad controlada por el generador de pulsos se encuentra
mediado en gran parte por neurotransmisores. En términos generales se sabe que la
dopamina y noradrenalina (NA) modulan la pulsatilidad de GnRH a nivel hipotaldmico

(Kably, 2006).

La dopamina tiene un efecto inhibitorio sobre el generador de pulsos de GnRH y la
secrecién de prolactina a través de la inhibicidén de la adelinato ciclasa mediado por los
receptores D1 y D2 en la adenohipdfisis, mientras que la NA estimula la secrecién de
GnRH. El neuropéptido-Y (NPY) participa en la regulacién de la pulsatilidad de GnRH
favoreciendo su secrecion, y a nivel hipofisiario incrementa la respuesta de los
gonadotropos a la GnRH, sin embargo, en ausencia de estrégenos este neuropéptido

tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecidon de gonadotropinas (Kably, 2006).

La frecuencia de los pulsos de GnRH difiere a través del ciclo reproductivo normal. Se
cree que las variaciones observadas en la pulsatilidad de la GnRH se producen a través

I “"

de la modulacidon del patrén pulsatil “intrinseco” por la retroalimentacion de los

esteroides gonadales (Halvorson, 2001).

Los esteroides gonadales ejercen sus efectos tanto a nivel de hipotalamo como de
hipofisis anterior. Se han encontrado receptores de estrégenos, progesterona vy
andrégenos en los gonadotropos, mientras que, en el hipotdlamo se han encontrado

estos receptores en multiples tipos de neuronas, incluidas las que liberan dopamina y B-
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endorfinas, sin embargo no se encuentran en las células GnRHérgicas, esto sugiere que
los esteroides gonadales alteran la liberacién de GnRH indirectamente a través de la
modulacion de sistemas neuronales que actian sobre las neuronas GnRHérgicas

(Halvorson, 2001).

Durante la fase folicular media, el incremento progresivo en las concentraciones
sanguineas de estradiol y también de inhibina provocan un efecto inhibitorio temporal
en la sintesis y secrecion de FSH, este efecto de retroalimentacidn negativa se revierte
cuando las concentraciones de estrégenos se incrementan, tal como ocurre en la fase
folicular tardia y preovulatoria del ciclo en la que el estradiol provoca una
retroalimentacién positiva temporal, que conlleva a la produccion y liberacién de ambas
gonadotropinas principalmente LH. El efecto positivo de los estrégenos durante esta fase
es amplificado por el aumento paralelo en las concentraciones de progesterona
provenientes de las células la granulosa diferenciadas. Durante la fase IUtea, el estradiol
junto con la progesterona y la inhibina suprimen notablemente las concentraciones
circulantes de FSH. La involucién del cuerpo luteo resulta en la reduccién de esteroides
sexuales e inhibina provocando el inicio del incremento en la produccidn y secrecion de

FSH y el reclutamiento de nuevos foliculos (Kably y Ruiz, 2006).

Ovulacion

En las dltimas fases del desarrollo folicular, los estrégenos junto con las
gonadotropinas coordinan la maduracion del foliculo, y ejercen una accidon de retro
alimentacion positiva sobre el eje hipotdlamo-hipofisiario que resulta en la liberacidn
ovulatoria de gonadotropinas. Ademas, las células granulosas del foliculo preovulatorio
sufren un cambio en la estereidogénesis que provoca la produccién adicional de

progesterona (sefial temprana de leuteinizacién). La produccién por la granulosa de
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estradiol y progesterona incrementan los receptores de LH en ésta y estimula la

liberacion ovulatoria de LH (Sanchez, 1999).

Tras la liberacion ovulatoria de LH se produce un aumento de la concentracién de
AMP ciclico tisular, lo que induce la luteinizacién y activacion de enzimas luteoliticas

responsables de la ruptura de la pared folicular (Sanchez, 1999).

El aumento de LH y en menor medida de FSH, es el gatillo para que el foliculo
dominante ovule. Se ha demostrado que en los seres humanos la LH y la gonadotropina
coriénica humana (hCG) estimulan la ruptura de foliculos maduros. No obstante, en ratas
hipofisectomizadas la FSH altamente purificada puede servir como la hormona
“ovulatoria” después de que la maduracién folicular haya sido estimulada con FSH y LH

(Yen, 2001).

Cuerpo luteo

El cuerpo lateo resulta de una transformacién estructural y funcional del foliculo
ovulatorio. El foliculo, se convierte en una estructura basicamente sdlida, bicelular,
integrada por células granulosas y tecales diferenciadas. Por lo tanto sus cualidades son
integramente dependientes de la calidad y cantidad de las células foliculares que lo

precedieron y de su adecuada organizacion (Neagle, 2006).

Las células de la granulosa murales sufren cambios morfoldgicos colectivamente
conocidos como luteinizacidn. Estas células junto con las células tecointersticiales
circundantes y la invasién por la vasculatura se entremezclan para formar el cuerpo IUteo

(Yen, 2001).

Esta glandula endocrina es la mayor fuente de hormonas esteroides sexuales

secretadas por el ovario durante la fase post-ovulatoria del ciclo (Yen, 2001).

La regresién espontanea del cuerpo luteo o lutedlisis es consecuencia de un
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fendbmeno neuroendocrino ciclico que posibilita el reinicio de la foliculogénesis y el
desarrollo de un nuevo ciclo. La regresion del cuerpo luteo cumple dos etapas (Neagle,

2006):

e La primera, funcional y reversible, manifestada por la pérdida de la capacidad de la
sintesis de progesterona como consecuencia de una accidn de bloqueo de la
prostaglandina F2 a sobre el clivaje del colesterol a nivel citocromo P450scc
mitocondrial.

e La segunda, estructural e irreversible, en la cual se mezclan la apoptosis vy

proliferacién celular especialmente macrofagica.

A medida que los niveles de progesterona, estréogenos e inhibina disminuyen, la
liberacion de GnRH, FSH y LH aumentan, el crecimiento folicular se reanuda y se inicia un

nuevo ciclo (Tortora y Derrickson, 2006).

Sistema nervioso

El sistema nervioso es el responsable de la mayoria de las funciones que caracterizan
a los organismos superiores. En el ser humano, es el origen de la conciencia, la
sensibilidad, los movimientos voluntarios, la memoria, el aprendizaje y otras formas de
conducta cognitiva. A un nivel mas simple media la actividad refleja y controla las

respuestas autonomas y endocrinas (Levy, 2006).

El sistema nervioso se divide, desde el punto de vista estructural, en SNC vy sistema
nervioso periférico (SNP). EIl SNC comprende el encéfalo y la médula espinal. El SNP
incluye neuronas sensitivas, que conectan al SNC con los receptores sensitivos, asi como
neuronas motoras que conectan al SNC con los musculos y glandulas. Los elementos del
SNP dedicados a la funcidn motora se dividen a su vez en nervios somaticos y el sistema

nervioso auténomo (SNA) (Purves, 2001). Las neuronas autdnomas pueden dividirse a su
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vez en simpaticas, parasimpaticas y entéricas. El primero surge de la regién toracico-
lumbar del sistema nervioso central (T1-L4) y el segundo de las regiones craneal (lll, VI,
IX, y X) y sacra (S2, S3 y S4). Tipicamente cada 6rgano visceral recibe tanto fibras
simpaticas como parasimpaticas; una es excitadora mientras que la otra es inhibidora

(Purves y col., 2001; Roger, 1996).

El sistema nervioso entérico, si bien recibe inervacion simpatica y parasimpatica, en
cierta medida acttua de forma independiente del resto del sistema auténomo (Purves y

col., 2001; Roger, 1996).

Los somas de las neuronas preganglionares parasimpaticas se encuentran en nucleos
en el tronco encefilico, y en las astas laterales del segundo al cuarto segmento sacro de
la médula espinal. Los axones preganglionares de ambas eferencias, craneal y sacra,
llegan a ganglios terminales donde establecen sinapsis con neuronas posganglionares. La
eferencia sacra parasimpatica forma los nervios esplacnicos pélvicos. Estos nervios
establecen sinapsis con neuronas posganglionares parasimpaticas ubicadas en ganglios
terminales en las paredes de las visceras inervadas. Desde los ganglios, los axones
posganglionares parasimpaticos inervan el musculo liso, las glandulas de las paredes del

colon, los uréteres, la vejiga y los érganos reproductores (Tortora y Derrickson, 2006).

Los somas de las neuronas simpaticas preganglionares son parte de las astas de todos
los segmentos toracicos y de los primeros dos segmentos lumbares de la médula espinal.
Los axones preganglionares emergen de la médula espinal a través de la rama anterior
de un nervio espinal junto con neuronas somaticas del mismo segmento de la médula.
Luego de su salida los axones simpaticos mielinicos preganglionares ingresan a una
pequeiia via llamada ramo blanco antes de pasar al tronco simpatico ganglionar. Sélo los
nervios toracicos y primeros dos lumbares poseen ramos comunicantes blancos. Algunos
axones simpaticos preganglionares pasan por el tronco simpatico sin terminar en él. Mas

alla de la cadena simpatica forman nervios conocidos como nervios espldcnicos que se
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extienden y terminan en los ganglios prevertebrales periféricos. Los ganglios esplacnicos
del drea toracica terminan en el ganglio celiaco, donde las neuronas preganglionares

hacen sinapsis con somas de neuronas posganglionares.

Los axones preganglionares que forman el nervio esplacnico lumbar provienen del
primer al tercer ganglio lumbar (L1-L3), ingresan al plexo mesentérico inferior donde
establecen sinapsis con neuronas posganglionares se extienden a través del plexo
hipogastrico y brindan inervacidon a colon distal, recto, vejiga y drganos genitales

(Tortora y Derrickson, 2006).

Las neuronas del SNA se clasifican segun el neurotransmisor que posean o segreguen
en sus botones terminales: la acetilcolina o la NA. Por lo tanto, las que liberan

acetilcolina (ACh) se denominan colinérgicas y las que liberan NA adrenérgicas.

Las neuronas adrenérgicas comprenden la mayoria de las neuronas posganglionares
simpaticas. La NA y a la adrenalina se unen por igual al receptor adrenérgico. Los
receptores adrenérgicos son de dos tipos: los alfa (a) y los beta (B). Estos receptores a su

vez se subdividen en subtipos: ai, a,, B1, B2y Bs (Cardinaliy Dvorkin, 1999).

Las células de la mayoria de los efectores tienen receptores del tipo a o B, y algunas

células de efectores viscerales contienen ambos tipos (Tortora y Derrickson, 2006).
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Inervacion Ovarica

Los ovarios de los mamiferos son inervados por neuronas simpaticas y sensoriales que
son extrinsecas a la glandula (Dissen y Ojeda, 1999). La distribucién de fibras simpaticas
intraovdricas es similar en todas las especies, pero la densidad de la red varia

considerablemente entre las especies (Lara y col., 2002).

La inervacién simpatica extrinseca al ovario se origina en los segmentos T-11 a L-4 y
hace sinapsis con los ganglios celiaco y mesentérico. Las vias sensoriales se derivan del
ganglio nodoso y del ganglio de la raiz dorsal, que se localizan entre el segmento toracico
caudal (T9-T11) y el segmento lumbar craneal de la médula espinal (L2-L4) (Dissen y

Ojeda, 1999; Burden, 1978).

La inervacion simpdtica del ovario esta compuesta por neuronas que contienen NA y
NPY y la sensorial estd compuesta por fibras que contienen sustancia P (SP) y péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Ambos tipos de vias nerviosas contienen,

ademas, péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Klein y Burden, 1988; Dissen y Ojeda, 1999).

Las fibras posganglionares inervan el ovario por dos vias el NOS y el plexo nervioso
ovarico (PNO) (Dissen y Ojeda, 1999). Los nervios penetran al ovario por el hilio (Ayala
y col., 2005). Las fibras del NOS, el cual estd asociado con el ligamento suspensorio
ovarico, inerva principalmente los componentes secretorios del ovario, glandulas
intersticiales y foliculos, las fibras viajan a través del tejido intersticial y rodean los
foliculos en desarrollo pero nunca penetran el cuerpo lateo ni las células de la granulosa
de los foliculos (Lara y col., 2002). El PNO viaja a lo largo de la arteria ovarica y sus fibras

son mayormente perivasculares (Dissen y Ojeda, 1999).

En los mamiferos la inervacién simpatica de los ovarios ha sido relacionada con la

regulacion de los procesos reproductivos (Lara y col., 2002; Burden 1978).

Las catecolaminas modulan la esteroidogénesis ovdrica por la activacion de
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receptores B-adrenérgicos, éstos estimulan la liberacidn de progesterona por las células
de la granulosa y del cuerpo lGteo y la liberacidn de testosterona por las células de la
teca (Dissen y Ojeda, 1999). También facilitan la respuesta esteroidogénica de los ovarios
cuando las concentraciones de gonadotropinas son bajas, esto sugiere que en
circunstancias fisioldgicas las fibras catecolaminérgicas amplifican los efectos de las
gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica (Dissen y Ojeda, 1999).

La inervacién simpdtica del ovario participa en la regulacién del desarrollo folicular, de
manera que cuando es destruida por la administracién de anticuerpos al factor de
crecimiento neural (NGF) o por el tratamiento con guanetidina (Lara y col. 1990b), se
obtiene como resultado retraso en el desarrollo folicular, reduccién en la liberacion de

esteroides ovaricos y una marcada irregularidad en el ciclo estral (Lara y col. 1990a).

En adicion a esto, en la rata adulta la seccion bilateral del NOS resulta en el descenso
en la concentracién de estradiol y progesterona circulantes durante la fase
preovulatoria. Resultados que apuntan a que la informaciéon que transporta el NOS

ejerce un efecto directo sobre las células foliculares (Aguado y Ojeda 1984a).

En la rata prepuber la seccion bilateral del NOS no altera la edad de apertura vaginal
la primera ovulacién, la concentracién plasmatica de prolactina, FSH o LH. Sin embargo,
conduce a un marcado decremento en el contenido de NA ovarica y un incremento de
receptores B-adrenérgicos (Aguado y Ojeda, 1984b). La seccién del NOS se traduce en
una caida drastica de la concentracién de NA ovdrica, hecho que confirma la idea de que
esta via neural es el mayor aporte de la amina al ovario (Aguado y Ojeda, 1984b;

Lawrence y Burden 1980; Chavez y col., 1991).

En la rata juvenil la seccidon bilateral del NOS no modifica el nUmero ovocitos liberados
(Morales y col., 1993), mientras que la seccidon unilateral del NOS resulta en la
disminucion del niumero de ovocitos liberados por el ovario denervado (Morales y col.,

1993). La subsecuente administracion de gonadotropinas no restaura la ovulacion por el
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ovario denervado, sugiriendo que el NOS regula la respuesta de los compartimentos
ovdricos a las gonadotropinas de manera estimulatoria y asimétrica (Morales y col.,
1998). En la rata adulta la seccién derecha o bilateral del NOS reduce la tasa de animales
ovulantes. Tanto la seccidon bilateral como la unilateral reduce el numero de ovocitos
liberados por el ovario denervado; en los animales con seccién unilateral, la tasa de
animales ovulantes se recupera después de la administracion de hCG no asi los ovocitos
liberados por el ovario denervado. Sugiriendo que la informacidn que llega al ovario por
el NOS modula la ovulacion espontanea de manera estimulatoria y lateralizada (Chavez y

col., 1991).

En la rata con hemiovariectomia, la seccion del NOS del ovario in situ ho modifica el
patrén de ciclicidad, sin embargo bloquea la ovulacién compensadora, seis dias después
de la cirugia. Cuando se deja transcurrir veinte dias después de la denervacién no hay
diferencias en la tasa de animales ovulantes ni en el nimero de ovocitos liberados y la
hipertrofia es similar, independientemente del ovario extirpado (Chdvez y Dominguez,

1994).

En la rata prepuber las sefiales neurales que llegan al ovario por el NOS modulan la
accién de las enzimas que participan en la sintesis de progesterona, testosterona y
estradiol de manera independiente. Esto sugiere que los mecanismos de sintesis de cada
hormona no son regulados por las mismas sefales y que los cambios en las
concentraciones de hormonas esteroides no son consecuencia de la modificacion en las
concentraciones de gonadotropinas (Morales y col., 2012). Experimentos in vitro han
demostrado que el nimero de receptores B-adrenérgicos en las células granulosas es

modulado por las catecolaminas (Aguado y Ojeda, 1984b).
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Ciclo estral

La ciclicidad de la funcién ovarica durante la vida reproductora es un hecho bien
conocido. En la mayoria de las especies, con excepcién de los primates, la caracteristica
mas relevante de la ritmicidad es la aparicion de la conducta de celo o estro, en la cual la

hembra acepta la monta y la cépula (Sdnchez, 1999).

La clasificacion mds habitual de los ciclos ovaricos se basa en la caracteristica ritmica
(conductual o fisioldgica) mas sobresaliente. Asi los ciclos se clasifican en: ciclo estral y
ciclo menstrual. Con excepcion de los monos del viejo mundo y la especie humana, que
presentan ciclos menstruales, el resto de los mamiferos presentan ciclos estrales

(Sanchez, 1999).

El ciclo estral mas caracterizado es el de la rata, dura entre 4 y 5 dias (Sanchez, 1999;
Feder, 1981) y es influenciado por factores exteroceptivos como la luz, la temperatura y
las sustancias quimicas percibidas por el sentido del olfato. Se divide en cuatro fases:

estro (E), diestro 1 (D1), diestro 2 (D2) y proestro (P) (Sanchez, 1999).

e Estro. Es el periodo en que la hembra presenta los patrones de conducta sexual
caracteristicos (lordosis.). El acercamiento, la monta por el macho y la cépula son
permitidos. Como la ovulacién ha sucedido pocas horas antes, los dvulos se
encuentran en el oviducto.

El foliculo posovulatorio comienza a experimentar una serie de cambios
morfoldgicos y funcionales hasta transformarse en un cuerpo lGteo, mientras una
nueva serie de foliculos primarios comienza a desarrollarse. En la mucosa vaginal
se encuentran numerosas mitosis que desplazan a las capas mas superficiales
(epitelio escamoso y cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina. La
presencia de estas células en el frotis vaginal es indicativa de estro y sefial

probable de ovulacion (Sanchez, 1999).
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e Metaestro o diestro 1. La monta y la cdpula ya no son permitidas. La secrecién de
progesterona por el cuerpo luteo y la de estradiol por los foliculos inhiben la
secreciéon de gonadotrofinas. La progesterona incrementa alrededor de 12 horas
antes de la ovulacidn, también se ha observado un pequefio incremento de
progesterona durante el primer dia del diestro que probablemente indica la
formacién de un cuerpo lateo funcional (Feder, 1981). La vascularizacién y la
motilidad del Utero estan disminuidas. En el frotis vaginal se encuentra infiltracién

de leucocitos junto con algunas células cornificadas (Sanchez, 1999).

ela fase de diestro 2 dura entre 60-70 horas. Durante esta fase tiene lugar la
regresion del cuerpo luteo (lutedlisis). Mientras tanto, la secrecion de estradiol por
parte de los foliculos sigue aumentando. Al igual que en la fase de metaestro, los
esteroides ovaricos inhiben la secrecion basal de gonadotrofinas. El Utero es

pequeiio y no contractil (Sdnchez, 1999).

e Proestro. Los foliculos han alcanzado el estadio de foliculos preovulatorios vy
secretan grandes cantidades de estradiol. Es al principio de esta fase donde se
registra la mdxima concentracion del esteroide y declina bruscamente antes de la
ovulacion (Feder, 1981). El estradiol ejerce ahora un efecto estimulante
(retroalimentacidn positiva) sobre la secrecién de gonadotrofinas. La LH produce la
ovulacién y la luteinizacion del foliculo postovulatorio. El Utero por accién del
estradiol se hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células
epiteliales nucleadas. La copula sélo es permitida en el proestro tardio. La
secrecion de FSH en la mafiana del dia de estro, que es debida a la disminucion de

la secrecion ovarica de inhibina, estimula el crecimiento folicular (Sanchez, 1999).
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Existen indicadores de cambios en la actividad ovarica que no requieren de
procedimientos de analisis quimico. Ejemplo de estos es que la rata hembra exhibe
cambios ciclicos en la conducta sexual y en su citologia vaginal, otro indicador bioldgico
del cambio ciclico de la producciéon de hormonas ovaricas es el peso del Utero, el peso
total promedio del Utero va de los 242 mg al comienzo del ciclo a los 134 mg al termino
del ciclo. Estos cambios ciclicos, conducta sexual, citologia vaginal y peso uterino, son
indicadores bioldgicos de fluctuaciones en la liberacion de hormonas ovaricas, esto es
apoyado, por el hecho de que la ovariectomia resulta en el cese inmediato de las

conductas ciclicas y de la citologia vaginal (Feder, 1981).

Sindrome del Ovario Poliquistico

El SOPQ es un trastorno heterogéneo, con alteraciones endocrinas y metabdlicas, de
probable origen genético, pero influenciado por factores ambientales, como la nutricién

y la actividad fisica (Moran-Villota 2006).

El SOPQ se manifiesta clinicamente por una combinacién de hiperandrogenismo con
anovulacion crénica y un aumento de la relacion LH-FSH. El hiperandrogenismo se
traduce en hirsutismo, acné y en casos raros en una alopecia dependiente de los
androégenos (Yen, 2001). Es, sin duda, la causa mas frecuente de esterilidad anovulatoria
hiperandrogénica encontrandose en aproximadamente el 80% de las mujeres con
hiperandrogenismo, afecta del 4 al 10% de las mujeres en edad reproductiva en
diferentes poblaciones, por lo que se considera el trastorno reproductivo mas frecuente

de la mujer a esta edad (Moran-Villota, 2006; Yen 2001).

En 1844 Chereau describié la existencia de cambios escleroquisticos en el ovario
humano, aproximadamente 90 afos antes de la apariciéon del trabajo de Stein vy
Leventhal los cuales entre 1925 y 1935, fueron los primeros en reconocer una asociacion

entre ovarios poliquisticos y signos de amenorrea, hirsutismo y obesidad. Estos autores
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describieron por primera vez la eficacia de la reseccién en cuiia de estos ovarios lo que
resultaba en la regulacion del ciclo de las pacientes e incluso embarazos (Mordan-Villota,

2006; Fabregues 2006; Yen 2001).

En el SOPQ la anovulacion se manifiesta por ciclos menstruales irregulares,
generalmente oligomenorrea o incluso amenorrea y por transtornos de la fertilidad.
Actualmente se describe que el SOPQ puede cruzar también con oligoovulacidn, la cual
consiste en la presentacidon de ciclos menstruales irregulares con ovulaciéon eventual

(Moran-Villota, 2006).

En el SOPQ la estimulacion crénica de LH induce una hipersecrecién persistente de
androgenos (Yen 2001). La secrecidn anormal de andrégenos parece ser el resultado de
un estado hiperactivo de las células tecales que escapan de la desregulacién de la
estroidogénesis sobre todo a nivel de la 17-hidroxilasa y la 17-20 liasa (Fabregues, 2006;

Bernabeu y col., 2006).

La produccién de andrégenos in vitro por las células tecales, provenientes de ovarios
de pacientes con SOPQ, es mayor que en los controles. No obstante, algunas pacientes
tienen una concentracion normal de andrégenos, lo que hace pensar que su sensibilidad

a los andrégenos es mayor (Bernabeu y col., 2006).

El hiperandrogenismo puede manifestarse clinicamente por hirsutismo y acné, o
puede presentarse por hiperandrogenemia. La hiperandrogenemia se refiere al aumento
de uno o varios andrégenos circulantes, como la testosterona total o libre,
androstenediona, dehidroepiandrosterona o sulfato de dehidroepiandrosterona (Moran-

Villota, 2006).

En la década de los 70 Rebar describid en el SOPQ la inadecuada secrecién de
gonadotrofinas, destacando las altas concentraciones de LH (Fabregues, 2006), mientras

gue la de FSH se encuentra reducida alrededor de un 30% (Yen, 2001). El aumento de la
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LH favorece la produccion de andrégenos por la teca del foliculo (Bernabeu y col., 2006).
Esta alteracidn parece consistir con el incremento de los pulsos de GnRH, generando una
mayor liberaciéon de la LH, pero no de la FSH (Moran-Villota, 2006; Yen, 2001). Los
foliculos presentes en mujeres con el SOPQ no alcanzan una maduracién completa, esta
falta de foliculos maduros tiene como consecuencia una baja produccién de estradiol. En
estos foliculos las células granulosas son escasas, y estan virtualmente desprovistas de
actividad de P450 ,.,m. Sin embargo, el examen de las células de la granulosa in vitro
revela que no son apoptéticas; que tienen concentraciones elevadas de receptores a FSH
y son altamente reactivas a la FSH, en consecuencia la integridad funcional de las células
granulosas se encuentra preservada. Por lo tanto, la escasa actividad aromatasa en
mujeres con SOPQ implica posiblemente la existencia de una FSH con una menor

actividad bioldgica, o de un bloqueo de sus efectos in vivo (Yen, 2001).

La FSH presenta diferentes formas moleculares, la presencia y concentracion relativa
de las isoformas de FSH dependen del ambiente endocrino (Ulloa-Aguirre y Chaptel,
1982). En ambientes endocrinos ricos en estrégenos se presentan formas alcalinas de
FSH, mientras que expuestas a andrégenos las formas de FSH son mas acidas (Ulloa-
Aguirre y col., 1986). Las formas dacidas presentan una mayor vida media en plasma
(Blum y Gupta, 1985) y exhiben menor actividad bioldgica in vitro que las isoformas

alcalinas (Ulloa-Aguirre y col., 1986).

En 1980 Burghen describid por primera vez la asociacién del SOPQ con la presencia de
resistencia a la insulina (Farbegues, 2006) e hiperinsulinemia, la gravedad de ambos
trastornos aumenta en presencia de obesidad (Moran-Villota, 2006; Yen, 2001). Como ya
es conocido, la insulina es una hormona con un gran campo de accioén (tejido adiposo,
musculo, higado, ovario, etc.). La insulina en el SOPQ contribuye al hiperandrogenismo y
a la anovulacion al estimular la sintesis suprarrenal de andrégenos y de modo sinérgico
con la LH la produccién de andrégenos ovaricos, disminuyendo la secrecién de la

globulina transportadora de hormonas sexuales (SHGB) por el higado e incrementando

Zicarde Trejo Serna 29



MARCO TEORICO

los andrégenos libres circulantes (Moran-Villota, 2006; Farbegues, 2006).

La resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, se ha demostrado en pacientes con
SOPQ tanto delgadas como obesas, teniendo una prevalencia entre un 50 y 70% (Moran-

Villota, 2006; Farbegues, 2006).

En 1981 se describid por primera vez los hallazgos ecograficos de la mujer con SOPQ,
pero fue hasta 1985 cuando el diagnéstico ecografico del ovario poliquistico llego a ser
aceptado (Farbegues, 2006). En la mujer, la presencia de ovarios poliquisticos se
determina actualmente por ultrasonido, con la presencia de 12 o mas foliculos menores

a 10 mm y volumen ovarico mayor a 10 cm® (Moran-Villota, 2006).

En mayo de 2003 en Rotterdam se establecen criterios de diagndsticos para el SOPQ,
que actualmente son vigentes: presencia de oligo y/o anovulacion, signos clinicos y/o
bioquimicos de hiperandrogenismo y ovarios de apariencia ecografica poliquistica. Se
acordd que en el diagnéstico del sindrome se debe tener siempre hiperandrogenismo

acompafiado de alguno de los otros criterios de inclusion (Farbegues, 2006).

También se ha postulado un origen genético del SOPQ, fundamentado en una mayor
incidencia de oligomenorrea y poliquistosis ovarica en familiares de primer grado de
pacientes con SOPQ. En la busqueda del origen genético del SOPQ se han evaluado
multiples genes relacionados con la producciéon de andrdégenos, con la funcién de las
gonadotropinas, con la accidn de la insulina y la regulacidon de energia (Moran-Villota,

2006; Luque y Escobar, 2006).

La etiologia e historia natural del SOPQ no se conocen con certeza y por lo tanto el
diagnodstico y tratamiento de esta entidad es tema de controversia (Discacciati 2007,
Stener-Victorin 2005). Existen varias hipotesis sobre el origen del SOPQ que incluyen
desbalances hormonales, cambios epigenéticos en la vida fetal, anormalidades

genéticas, estilo de vida y factores ambientales (Pascuali, 2011). Desde 1960 se han
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utilizado modelos animales, incluyendo roedores y primates, en el estudio del origen de

la patologia (Walters y col., 2012).

La androgenizacion prenatal de monos Rhesus desencadena varias de las
caracteristicas que presenta la mujer con SOPQ, incluido el hiperandrogenismo,
anovulacion, ovarios poliquisticos, obesidad y resistencia a la insulina, sin embargo estos
modelos son caros y el tiempo de experimentacidon es largo lo cual limita su practica

(Walters y col., 2012).

Los modelos en roedores son una herramienta versatil. En la rata se pueden inducir
varias de las caracteristicas que tipifican al SOPQ, entre ellas el hiperandrogenismo,
concentraciones elevadas de LH, irregularidad en los ciclos estrales y alteraciones en la

sensibilidad a la insulina (Walters y col., 2012).

Se han utilizado diversas manipulaciones para inducir experimentalmente el SOPQ, a

continuacion se describen algunos de ellos.

e Dorfman y col. en 2003 estudiaron el efecto del estrés por frio sobre la activacién
de la inervacion simpatica y sus efectos sobre la funciéon ovarica. Para ello,
sometieron a ratas a frio crénico intermitente por 3 6 4 semanas, al finalizar las 4
semanas se observd incremento en la concentracidn de NA ovarica, que se
acompafid por la presencia de foliculos que presentan una capa engrosada de
células tecales, lo que caracteriza a los quistes foliculares.

eEn los roedores la liberacién de LH que gatilla la ovulacién es regulado por los
ciclos de luz-obscuridad (Weber, 1979). En la rata la exposicion a luz continua,
conduce a un gradual desarrollo de anovulacion crdnica (Lambert, 1975). Este
efecto se ha atribuido al incremento en la actividad del SNS, debido a un estrés

continuo provocado por la exposicidn a la luz constante (Singh, 1969).

o En la etapa fetal de la rata la administraciéon de propionato de testosterona (PT),
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induce anovulacién en el 64% de los animales (Fels y Bosch 1971), estro
persistente, ovarios poliquisticos, incrementan las concentraciones de estrégenos
y androégenos (McDonald, 1972; Arai, 1981). También se presenta resistencia a la
insulina, que es una caracteristica del SOPQ en mujeres (Beloosesky, 2004).
Cuando en la rata se inicia el tratamiento con testosterona a los dias 16 o 19 dias
de gestacidn se induce cambios en las concentraciones hormonales y cambios en la
morfologia ovarica similares a los observados en el SOPQ (Wo, 2010).

e La Dihidrotestosterona (DHT) es una andrdgeno no aromatizable, la exposicién de
fetos de rata a DHT en el dia 16 o0 19 y en ratones en los dias 16 o 18, da como
resultado irregularidades en el ciclo estral durante la vida adulta (Sullivan, 2004).
Tanto las ratas como los ratones, mostraron incremento en la concentracidn sérica
de LH y testosterona (Sullivan, 2004). La frecuencia de la secrecién pulsatil de LH y

la concentracién de estradiol y progesterona (P4) incrementaron (Wo, 2010).

El tratamiento postnatal con propionato de dihidrotestosterona dentro de los
primeros cinco dias de vida no tuvo efectos sobre el ciclo estral ni en la apariencia
histoldgica de los ovarios (McDonald, 1972). Sin embargo, cuando a ratas de 21
dias de edad se les administra la DHT en pellets por 90 dias y son sacrificadas de 11
a 13 semanas después, se observan ciclos estrales irregulares y caracteristicas

ovaricas similares a las del SOPQ (Manneras, 2007).

e En ratas adultas el tratamiento con benzoato de estradiol (BE) induce perdida del
ciclo estral, anovulacion, atrofia ovérica y disminucién en la concentracion de LH,
mientras que incrementa la concentracion sérica de FSH y prolactina (Pinilla y col.,
1993).

eEn ratas ciclicas jovenes expuestas por 8 semanas a estradiol via implante
subcutdneo de liberacién continua (McCarthy y Brawer, 1990), o una sola inyeccién

de VE (Brawer y col.,, 1978, Lara, 1993), inducen perdida del ciclo estral,
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anovulacion y ovarios poliquisticos, los cuales presentan incremento en el nUmero
de foliculos atrésicos y quistes con una delgada capa de células de la granulosa y
una capa engrosada de células tecales (McCarthy y Brawer, 1990; Stener-Victorin,
2005). En los ovarios de las ratas con SOPQ, inducido con VE, se observa elevacién
de la concentracion de NA ovarica, asi como reduccion de en el nUmero de
receptores B (Laray col., 1993).
En los animales tratados con VE también se observa aumento en la presion arterial,
como consecuencia del incremento de la actividad nerviosa simpatica, éste evento
también ocurre en las mujeres con SOPQ_(Stener-Victorin, 2005).

o El letrozol es un inhibidor no esteroide de la aromatasa, el cual bloquea la
transformacién de andrégenos a estrogenos. En la rata induce desarrollo de
quistes foliculares y caracteristicas enddcrinas del SOPQ como la elevacion de LH y

testosterona (Manneras, 2007).

Participacion del sistema nervioso simpatico en el
SOPQ

El papel de los nervios simpaticos en la fisiologia ovarica ha sido evidenciado por los
estudios sobre la liberacidon de NA, la relacidn de la actividad neural y la variacién de la
concentracion de los receptores B-adrenérgicos (B1 y B) en funcién del estado

enddcrino del animal (Lara y col., 2002).

La NA actua sobre los adrenoreceptores-B, presentes en las células de la teca y de la
granulosa donde estimula la secrecion de andrégenos y P4 pero no de estradiol (Parra y
col., 2007). El efecto estimulatorio de la NA sobre la secrecidn de esteroides por el ovario
proporciona bases para sugerir un papel complementario y regulador entre las

gonadotropinas y los nervios simpaticos ovaricos (Lara, 2002). La estimulacion de los
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receptores B por la administracion de un agonista noradrenérgico, el isoproterenol,
incrementa la liberacién de progesterona y andrégenos, ademds de reducir los

receptores B-adrenérgicos (Barriay col., 1993).

Muchas de las caracteristicas presentes en la mujer con SOPQ, incluidas la obesidad y
la hiperinsulinemia estan asociadas con una sobre activaciéon crénica del sistema
nervioso simpatico, lo que lleva a especular sobre su participacion en la patogénesis del
SOPQ (Lansdown, 2012). El ovario de la mujer con SOPQ presenta una mayor densidad
en el contenido de fibras catecolaminérgicas (Stener-Victorin, 2004) y ésta inervacion

simpatica esta acoplada a la secrecidon de hormonas esteroides (Lara y col., 2001).

En la rata también se ha sugerido que la hiperactivacién de los nervios simpaticos que
llegan al ovario participa en el desarrollo y mantenimiento del ovario poliquistico (Lara y

col., 1993).

En la rata se utiliza la administracién del VE para estimular al sistema nervioso
periférico que inerva al ovario e inducir el SOPQ. Esta activacién es evidenciada por un
incremento en la capacidad de las terminales nerviosas ovaricas para incorporar y liberar
NA y una baja regulacién de los B-adrenoreceptores en los ovarios (Barria y col., 1993).
En este modelo experimental se desarrolla un estado anovulatorio que muestra muchas

caracteristicas morfoldgicas y endocrinas del SOPQ humano.

En los animales tratados con VE incrementa la liberacién de NA después de 30 dias de
iniciado el tratamiento, este incremento se hace mdas notable después de 60 dias,
cuando los quistes ovaricos se han desarrollado completamente (Barria y col., 1993). La
seccién bilateral del NOS, conduce a la restauraciéon del ciclo estral y recuperacion de las

funciones ovaricas (Rosa-E-Silva, 2003; Barria, 1993).
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Resultados de nuestro laboratorio muestran que el VE administrado en ratas de 10
dias de edad conduce a un incremento en la concentracién de NA y un bloqueo de la
ovulacidn. La seccion bilateral del NOS en estos animales restaura la funcidn ovulatoria 'y
provoca un descenso en la concentracién de NA en ambos ovarios, mientras que, con la
seccion unilateral (izquierda o derecha) del NOS incrementa la tasa de animales
ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por parte del ovario inervado, aun cuando la
concentracion de NA es alta. Estos resultados nos han permitido postular que el SOPQ,
inducido por VE, no es el resultado exclusivo de una mayor actividad del sistema

simpatico del ovario (Morales y col., 2010).

En la rata infantil tratada con VE la seccién izquierda o bilateral del nervio vago
resulta en la recuperacion de la respuesta ovulatoria en el 65% de los animales, mientras
gue con la seccidn derecha lo hace el 72%. Evidencia de que la informacién neural que
llega por el nervio vago participa en los mecanismos que regulan el desarrollo vy
mantenimiento del SOPQ, y que puede existir a nivel del ganglio celiaco mesentérico
superior (GCMS) comunicacion entre las fibras simpaticas y parasimpaticas, donde el
nervio vago actuaria como un canal de comunicacién entre los ovarios (Linares y col.,

2013; Navarrete, 2014).
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Planteamiento del problema

El SOPQ es la principal causa de esterilidad anovulatoria en mujeres en edad
reproductiva. A nivel experimental, se puede inducir la fisiopatologia por Ila
administracion de una dosis de VE. Sin embargo, de los reportes que tenemos al
momento, cuando se ha utilizado el modelo de la rata adulta, no se especifica el dia del

ciclo en el cual se realiza la administracién del estrégeno.

La etiologia del SOPQ no es bien conocida, algunos autores sugieren un desorden en
el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y al ambiente neuroendocrino del propio ovario. A
partir de la década de los 80’s se postula que el SOPQ es el resultado de una

hiperactividad de las fibras simpaticas que arriban al ovario por el NOS.

A la fecha sabemos que en la rata tratada con VE en la etapa infantil, la seccion
unilateral del NOS es capaz de restablecer la ovulaciéon sélo por parte del ovario
inervado, sin embargo, desconocemos si esta respuesta se presenta cuando la

administracion del farmaco se realiza en la rata adulta ciclica.

Con base en las premisas anteriores, en el presente estudio se decidid analizar en la
rata adulta tratada con VE en el dia del diestro, proestro o estro, la participacién del NOS
en el mantenimiento del SOPQ evaluado por la respuesta ovulatoria y la secrecién de

estradiol, FSH y LH.
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Hipotesis
Si en la rata el ambiente enddcrino del ovario y la informacién que recibe la génada
por el NOS participan en el desarrollo del SOPQ, inducido por la administracién de VE,

entonces, el restablecimiento de las funciones ovaricas va depender del dia del ciclo

estral en el que se inicie el tratamiento y del nervio seccionado.

Objetivos
General:

Estudiar en la rata adulta tratada con VE en diferentes etapas del ciclo estral, la

respuesta del ovario a la seccion del nervio ovarico superior.

Particulares:

e Estudiar en la rata adulta, el efecto de la administracion del VE en diferentes

etapas del ciclo sobre la respuesta ovulatoria.

e Estudiar en la rata tratada con VE en las diferentes etapas del ciclo estral, el efecto
de la seccién unilateral o bilateral del NOS sobre la respuesta ovulatoria y la

concentracion de estradiol.

¢ Analizar en la rata tratada con VE en las diferentes etapas del ciclo estral, el efecto

de la seccidn unilateral o bilateral del NOS sobre la concentracién de FSH y LH
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Método y disefo experimental

ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras de la cepa ClI-ZV, de 60 dias de edad ciclicas, mantenidas
bajo condiciones controladas de iluminacién de 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 h), y temperatura de 22 + 2 °C, con libre acceso al agua y
alimento. Al presentar dos ciclos estrales consecutivos se administré VE o vehiculo (VH)
en el dia del diestro 1, proestro o estro. Los animales fueron asignados al azar a alguno

de los siguientes grupos experimentales.

Animales tratados con VE. En el dia del diestro 1, proestro o estro (D1 VE, P VEy E
VE); se procedid a administrar por via intraperitoneal una dosis del farmaco, disuelto en
el vehiculo. Para ello se disolvieron 2 mg de VE (sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA)
en 0.1 ml de aceite de maiz (el cual fue utilizado como vehiculo). Los grupos testigo, lo
conformaron animales inyectados con el vehiculo en los mismos dias del ciclo que en el
caso del farmaco y utilizando el mismo volumen (D1-VH, P-VH y E-VH). Se conté con un

grupo testigo absoluto (TA) el cual consistié en animales ciclicos sin ningiin tratamiento.

Animales tratados con VE mas seccidn del nervio ovarico superior. Transcurridos 60
dias desde el tratamiento con VE las hembras fueron anestesiadas con éter y sometidas
a la seccién del nervio ovarico superior, ya sea izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SB). Como grupo testigo se utilizaron animales tratados con VE y sometidos a

operacion simulada izquierda (OSl), derecha (OSD) o bilateral (OSB).

Animales tratados con VH mas seccion del nervio ovarico superior. Transcurridos 60
dias desde el tratamiento con VH las hembras fueron anestesiadas con éter y sometidas
a la seccién del nervio ovdrico superior, ya sea izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SB). Como grupo testigo se utilizaran animales tratados con VH y sometidos a

operacion simulada izquierda (OSl), derecha (OSD) o bilateral (OSB).
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Se realizd el monitoreo del ciclo estral a las hembras sometidas a cirugia, las cuales,
fueron autopsiadas aproximadamente a los 130 dias de edad (aproximadamente a los 10
dias post-cirugia) cuando presentaron estro vaginal. Los grupos sin cirugia fueron

autopsiados a los 130 dias de edad, al presentar estro vaginal.
SECCION UNILATERAL O BILATERAL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR.

Para realizar la seccién unilateral o bilateral del nervio ovdrico superior, los animales
fueron anestesiados con éter, se realizd una incisidn longitudinal en la piel y el musculo
sobre el costado izquierdo, derecho o en ambos, de aproximadamente 1 cm. de largo, a
través de la cual se exteriorizd el ovario unido al Utero. Localizado el ovario se realizo la
seccién del nervio ovdrico (aproximadamente a un centimetro de distancia del ovario)
izquierdo, derecho o de ambos nervios. Terminada la denervacién se regresé el ovario

unido al Utero a la cavidad peritoneal y se procedié a suturar la herida.
OPERACION SIMULADA.

Una vez anestesiados los animales con éter, se realizé una laparotomia, que consistio
en hacer una incisién longitudinal en la piel y el musculo sobre el costado izquierdo,
derecho o en ambos, de aproximadamente 1 cm. de largo, a través de la cual se
exteriorizé el ovario unido al Utero, se regresod a la cavidad peritoneal y se procedié a

suturar la herida.
MONITOREO DEL CICLO ESTRAL

Para determinar la etapa del ciclo estral se realizaron frotis vaginales diarios, se tomd
de la vagina una muestra con el asa bacteriolégica, se colocé en un porta objetos, el cual
fue teflido con hematoxilina-eosina, y se observé al microscopio. Después de
administrar el VE o el VH, se suspende el monitoreo del ciclo, reanudandose después de

la cirugia. En los animales sin cirugia el frotis vaginal se reanudé a los 120 dias de edad.
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AUTOPSIA

Después de 10 dias transcurridos de la cirugia, o a los 130 dias de edad para los
animales sin cirugia, al presentar un estro vaginal, se registré el peso corporal de cada
animal y se sacrificaron por decapitacién entre las 9:00 y 12:00 h. Se colecté la sangre del
tronco y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido este
lapso de tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 3200 r.p.m. durante 15 minutos
para después separar el suero del botdn celular y depositarlo en tubos eppendorf y
congelarlo a -20 °C hasta el momento en que se realizé la cuantificaciéon de 17 B-

estradiol y hormonas gonadotropicas (FSH y LH).

Se extirparon los oviductos para detectar la presencia de ovocitos, siguiendo la
metodologia habitual del laboratorio (Morales y col, 1998). Asi mismo, se extirparon y

pesaron los ovarios y Utero.
CUANTIFICACION DE 17 B-ESTRADIOL Y GONADOTROPINAS

La concentracion de estradiol se cuantificé por radioinmunoandlisis (RIA) de fase
solida, mediante reactivos comerciales (Coat-A-Count). En tubos de polipropileno (que
contienen el anticuerpo especifico anti-estradiol-I**®), se adiciond la muestra problema

125). Para facilitar la reaccidn, la mezcla se

(100 pl) y 1 ml de la hormona radioactiva (I
agité en un vortex durante 1 minuto y se incubd durante 3 h a temperatura ambiente.
Transcurrido éste tiempo, la muestra se decantd, se removio el exceso de liquido y se
determind la concentracion de la hormona en la muestra problema con la ayuda de un
contador de rayos gamma modelo Cobra 5005, Packard ™, en funcién de las cuentas por

minuto y una curva de calibracion.

Para la cuantificacion de gonadotropinas se utilizé el RIA de doble anticuerpo. Para

ello, a 100 pl de suero problema se le afiadié 100 pl de hormona marcada con 1'%,

posteriormente se le adiciond el anticuerpo de suero de borrego para LH (rLH-RP2) o
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para FSH (rFSH-RP2). Se incubaron a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente se
agregaron 100 pl del segundo anticuerpo (suero normal de conejo) y se incubaron
durante 2 h; después los tubos se centrifugaron a 3000 r.p.m. a -4 °C por 30 minutos, el
sobrenadante se decanté y se secaron las paredes de cada tubo. Finalmente, los tubos
d ™

fueron colocados en un contador de centello gamma modelo Cobra 5005, Packar

para determinar las cpm y poder calcular la concentracién de la hormona.

La cuantificacion hormonal se realizé en el Laboratorio de Hormonas Protéicas y en el
Laboratorio de Hormonas Esteroides del Departamento de Biologia de La Reproduccidn

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”.
ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos del peso corporal, el peso relativo de los érganos (ovarios y
utero) y la concentracion sérica de gonadotropinas y estradiol se analizd por la prueba
de Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba de Tukey. En el
caso de realizar la comparacion entre dos grupos se utilizé la prueba “t” de Student. El
numero de ovocitos liberados se analizé por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la
prueba de Dunn. En el caso de realizar comparacién entre dos grupos se utilizé la prueba
de U de Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes (numero de animales
ovulantes/numero total de animales) se analizd por la prueba de Xi%. Se consideraron
como estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue menor o

igual a 0.05.
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Resultados

Experimento 1. Efecto de la administracion de VE en los dias del diestro 1,
proestro o estro, sobre la respuesta ovulatoria.

Monitoreo del ciclo estral
Todos los grupos inyectados con VE perdieron el patron del ciclo estral,
independientemente del dia del ciclo en el que se inyecto el farmaco.

Tasa de animales ovulantes y ovocitos liberados.

Respecto al testigo absoluto la inyeccién con VH en el diestro 1, proestro o estro no
modificd el porcentaje de animales ovulantes ni el nimero de ovocitos liberados. La

inyeccion de VE no modificé esta respuesta (Fig 6).

PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES TOTAL DE OVOCITOS LIBERADOS
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2 80 - - 2 s :I: [ )
=) B s T v
© - o} =
5 s g \VE
S (o]
O 4 34
2

20 2

0 0
TA D1 P £ TA D1 P >

Fig. 6. Proporcion de animales ovulantes y media + e.e.m. del niUmero total de ovocitos liberados en hembras de
60 dias de edad tratadas en el dia del diestro 1 (D1), proestro (P) o estro (E) con valerato de estradiol (VE) o vehiculo

(VH) y hembras testigo absoluto (TA). Sacrificadas a los 130 dias de edad en el dia del estro
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Respecto al grupo testigo, los animales inyectados con el VH en el dia del proestro
mostraron un menor peso corporal. En el diestro 1 la administracién de VE resulté en un
menor peso corporal respecto a su grupo con VH. El peso de los ovarios no se modifico
por el VE respecto al grupo tratado con VH. De igual manera, el VE no modificd el peso
del Utero cuando se inyectd el farmaco en el dia del diestro 1 o proestro, al inyectarlo en
el estro se observé mayor peso del 6rgano (Tabla 1).

Tabla 1. Media * e.e.m. del peso corporal, pesos relativos (mg/100g de peso corporal) del ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD), masa ovdrica (MO) y Utero de hembras testigo absoluto (TA), tratadas en el diestro 1 (D1), proestro (P)
o estro (E) con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE) y sacrificadas a los 130 dias de edad.

GRUPO | n PESO ol oD MO UTERO

D1-VH |13| 2846+6.1 |10.6+0.54|11.1+0.52|21.1+1.01| 150.2+5.78

D1-VE |12 |260.9 £6.78*%|11.8 £0.96 | 10.4+0.95|22.2+1.66|171.07 +8.94

P-VH [13| 269.8+6.52* |12.3+0.68| 11.7+0.7 |24.1+1.17 | 158.4+4.79

P-VE |12| 267.5+5.37* 113+1 100+1.2 |21.8+1.92| 162.0+ 5.93

E-VH | 8 | 285.0£5.65 [10.2+0.59|10.4+0.99|20.6+1.28| 154.4+6.6

E-VE | 8 | 265.9+8.37* | 9.8+0.74 | 7.9+0.68 |16.7£1.21 | 166.9 +7.2%

*P¢0.05 vs TA prueba de ANDEVA seguida de Tukey. % P<0.05 vs su grupo con VH prueba de t de Student.

Hormonas gonadotrdficas y estradiol.

Con respecto al testigo absoluto, la inyeccidén de VH en los dias de diestro 1 o proestro
no modificd la concentracién de estradiol, mientras que en el dia del estro fue mayor. El
tratamiento con VE en los diferentes dias del ciclo no modificé la concentracién de la
hormona, respecto al grupo con VH (Fig. 7). En el diestro 1 la inyeccion del VH disminuyd
de manera significativa la concentracion de FSH en suero, respecto al grupo testigo
absoluto. Respecto al grupo con VH, la administracion del VE no modificé la

concentracion de FSH, independientemente del dia del ciclo (Fig. 7).
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Respecto al testigo absoluto, la inyeccion con el VH en el dia del diestro 1 resultd en

una

concentracion mayor de LH. La administracion de VE en el dia del diestro disminuyé

la concentracion sérica de LH al compararla con el VH, mientras que en el dia del

proestro se registré una concentracion mayor (Fig. 7).
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Experimento 2. Efecto de la seccion del NOS izquierdo en ratas tratadas con
VH o VE en el diestro 1, proestro o estro, sobre la respuesta ovarica.

Numero de animales ovulantes y ovocitos liberados.

En los grupos inyectados con VH en el dia del diestro 1 o proestro la operacidn
simulada no modificé la proporcién de animales ovulantes respecto al grupo sin cirugia,
sin embargo, en el dia del proestro incrementd la cuota ovulatoria por el ovario
izquierdo. En los tratados con el VH en el dia del estro incrementd la tasa ovulatoria por
el ovario derecho, acompafiado por una disminucién en el nimero de ovocitos liberados

por el ovario izquierdo (Fig. 8).

La seccién del NOS izquierdo en los animlaes inyectados con el VH en el dia del
proestro o estro disminuyd el porcentaje de animales ovulantes por ambos ovarios,
cuando el VH se inyecté en el dia del diestro 1 la disminucion sélo se observd por el

ovario derecho, respecto a sus grupos con operacion simulada (Fig. 8.).

En comparacién con el grupo tratado con VE, en los animales tratados con VE en el
dia del diestro y sometidos a la operacidon simulada izquierda, se registré un bloqueo
total en la respuesta ovulatoria, en las hembras con seccion del NOS izquierdo la
proporcidn de animales ovulantes fue del 80%, con una cuota ovulatoria superior al

grupo sin cirugia (Fig. 9).

En las hembras inyectadas con VE en el dia del proestro y sometidas a la operacién
simulada, sélo ovuld un animal por el ovario derecho con 5 ovocitos, en tanto que con la
seccion del NOS izquierdo ovularon alrededor del 66% de los animales con una cuota
ovulatoria semejante al de su grupo con VE sin ninguna cirugia (Fig. 9).

En el grupo inyectado con VE en el dia del estro y sometido a la operacién simulada,
ovulé el 80% de los animales (Fig. 9) Con la seccidon del NOS izquierdo sélo ovularon
alrededor del 30% de los animales, sin cambios en la cuota ovulatoria respecto a su
grupo con operacion simulada (Fig. 9).
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Fig. 8. Proporcion de animales ovulantes y media + eem del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con vehiculo (VH), 60
dias después se realizo la seccion del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) u operacidn simulada izquierda (OSI).
Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xiz, ® P<0.05
operacion simulada prueba de Xi°, 4P<0.05vssu grupo tratado sin cirugia prueba de U de Mann-Whitney.
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Fig. 9. Proporcién de animales ovulantes y media * eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con valerato de
estradiol (VE), 60 dias después se realizd la seccién del nervio ovarico superior izquierdo (SNOI) u operacién simulada
izquierda (OSI). Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. ® P<0.05 operacion simulada prueba de Xiz,
OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xi°, 4 P<0.05 vs su grupo tratado sin cirugia prueba de U de Mann-Whitney.
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En las hembras tratadas con VH en el dia del diestro 1 la seccién izquierda del NOS
incrementd el peso de la masa ovarica, respecto al grupo con operacién simulada (Tabla
2). En las hembras inyectadas con VE en el diestro 1 la operacidn simulada o seccién del
NOS izquierdo, el peso corporal fue menor al compararse con su respectivo grupo con
VH. En las hembras inyectadas con VE, la operacion simulada incrementé el peso de la
masa ovarica respecto a su grupo tratado con VH. Respecto a su grupo tratado con VH,
en los animales tratados con VE en el dia del estro la laparotomia izquierda incrementdé
el peso del ovario izquierdo, incrementando asi el peso de la masa ovarica. Respecto a su
grupo con operacién simulada, en las hembras con seccién del NOS izquierdo el peso del

ovario derecho fue menor sin modificar el peso de la masa ovarica (Tabla 2).

Tabla 2. Media + e.e.m. del peso corporal, pesos relativos (mg/100g de peso corporal) del ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD) y masa ovdérica (MO) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1 (D1), proestro (P) o estro
(E) con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60 dias después se realizé la operacion simulada izquierda (OSl) o la

seccion del NOS izquierdo (SNOI). Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro.

GRUPO

PESO

Ol

oD

MO

UTERO

D1-VE OSI

2452 +0.71*

11.4+0.7

11.8+0.46 *

23.5+£0.42*

171.2+6.23

D1-VE SNOI

10

275.6 £ 6.57*%

10.2+0.5

10.9+0.69

23.3+0.66

166.8 +7.07

P-VE OSI

259.7+7.71

10.9£1.27

10.0 £0.94

21.0+2.04

164.7 +15.57

P-VE SNOI

257.8+8.84

10.2£0.63

10.6 £0.65

20.9+1.03

162.5+7.29

E-VE OSI

2547 +5.64

12 +0.35*

12.57+0.81

2457 +1.04*

170.32+9.71

E-VE SNOI

10

253.7+3.55

10.47+0.74

8.47 £ 0.69*

19.74 +1.65

181.34+7.02

*P<0.05 vs su grupo tratado con VH, # P<0.05 vs su grupo con operacion simulada prueba de “t” de Student.
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Efecto de la seccion del NOS izquierdo sobre la concentracion de hormonas
gonadotropicas y estradiol en hembras inyectadas con VH o VE en el diestro, proestro o
estro.

Hembras inyectadas en diestro

En las hembras inyectadas con VH, la operacion simulada incrementd Ila
concentracion de estradiol y de FSH, respecto al grupo con VH. La seccion del NOS
izquierdo incrementd la concentracién de FSH respecto a el grupo sin cirugia o contra el

grupo con operacion simulada (Fig. 10).

La operaciéon simulada izquierda o la seccién del NOS izquierdo en los animales
tratados con VE también incrementaron la concentracion de FSH y LH, respecto al grupo

sin cirugia (Fig. 10).
Hembras inyectadas en proestro

En las hembras inyectadas con VH, la seccién del NOS izquierdo incrementé Ia
concentracion de estradiol con respecto al grupo sin cirugia. En las hembras inyectadas
con VH y sometidas a la seccién del NOS izquierdo se observd una concentracion de FSH

menor respecto a su grupo con operacion simulada o al grupo sin cirugia (Fig. 11).

En el grupo inyectado con VE en el dia del proestro, la concentracién de estradiol fue
mayor después de la seccién del NOS izquierdo respecto a su grupo con VE o con
operacion simulada. En el grupo tratado con VE la laparotomia izquierda disminuyo la
concentracion de FSH respecto al grupo sin cirugia, mientras que en las hembras con
seccién del NOS izquierdo fue mayor la concentracién de la hormona al compararla

contra su grupo con operacion simulada (Fig. 11).

En hembras tratadas con VH en el dia del proestro, la seccién del NOS izquierdo

incremento la concentracién de la LH respecto a su grupo sin cirugia (Fig. 11).
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Hembras inyectadas en estro

En las hembras inyectadas con VH, la operacion simulada incrementé la
concentracion de estradiol respecto al grupo sin cirugia, mientras que la seccién del NOS
izquierdo produjo un descenso en la concentracién de la hormona respecto a su grupo
con laparotomia o al grupo sin cirugia. En el grupo tratado con VH en el dia del estro y
seccion del NOS izquierdo incrementd la concentracion sérica de LH en comparacion de

los grupos con operacion simulada o sin cirugia (Fig. 12).

En el grupo inyectado con VE y seccién del NOS izquierdo la concentracidon de

estradiol disminuyé respecto al grupo sin cirugia (Fig. 12).

Las hembras tratadas con VE en el dia del estro sometidas a la secciéon del NOS
izquierdo mostraron una menor concentracién sérica de FSH respecto a su grupo con

operacion simulada o sin cirugia (Fig. 12).
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Fig. 10. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante

(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1 (D1), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60

dias después se realizé la seccidén del NOS izquierdo (SNOI) u operacion simulada izquierda (OSl). Sacrificadas a los 10

dias post-cirugia en el dia del estro. 4 P<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de t de Student.OP<0.05 vs su grupo sin

cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida

de Tukey,
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Fig. 11. Media + e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante
(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el proestro (P), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60

dias después se realizé la seccién del NOS izquierdo (SNOI) u operaciéon simulada izquierda (OSI). Sacrificadas a los 10
dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs
su grupo con operacién simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey ©OP<0.05 vs su grupo sin cirugiaprueba de t,

@ P<0.05 vs su grupo con operacion simulada.
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Fig. 12. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante
(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el estro (E), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60 dias
después se realizd la seccién del NOS izquierdo (SNOI) u operacién simulada izquierda (OSl). Sacrificadas a los 10 dias
post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su

grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey OP<0.05 vs su grupo sin cirugiaprueba de t.
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Experimento 3. Efecto de la seccion derecha del NOS en ratas tratadas con
VE en el diestro 1, proestro o estro, sobre la respuesta ovarica.

Numero de animales ovulantes y ovocitos liberados.

La seccidn del NOS derecho en los animales inyectados con VH en el dia del diestro,
reduce el porcentaje de animales ovulantes del ovario izquierdo, respecto a su operacién
simulada. En las hembras sometidas a la operacién ismulada derecha, el nimero de
ovocitos liberados por el ovario derecho incrementd respecto a su grupo sin cirugia (Fig.

13).

En las hembras inyectadas en el dia del proestro con VH la seccion del NOS derecho

disminuyd la proporcion de animales ovulantes y el numero de ovocitos (Fig. 13).

Las hembras inyectadas con VH en el dia del estro la laparotomia derecha incrementd

la proporcién de animales ovulantes respecto al grupo sin cirugia (Fig. 13).

En las hembras inyectadas con VE en el dia del diestro 1, la seccion del NOS derecho
reduce la proporcidon de animales ovulantes y de ovocitos liberados, ovulando un solo

animal por el ovario izquierdo y dos por el derecho (Fig. 14).

En las hembras inyectadas en el dia del proestro con VE y sometidas a la operacién
simulada derecha incrementé la proporcion de animales ovulantes por el ovario
derecho. En las hembras inyectadas en el dia del proestro con VE la seccién del NOS

derecho disminuyd la proporcidn de animales ovulantes y ovocitos liberados (Fig. 14).

En las hembras tratadas con VE en el dia del estro la seccién del NOS derecho
incrementd la proporcién de animales ovulantes y la cantidad de ovocitos liberados

respecto a su grupo con operacién simulada (Fig. 14).

Zicarde Trejo Serna >



RESULTADOS

% ovulantes

% ovulantes

% ovulantes

100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

100

80

60

60

40

20

DIESTRO 1
10
&
8
[72]
S s
P S T [Jo
1
3 . L Hoo
TS
2
0
D1 VH D1VH+OSD D1 VH+SNOD D1VH D1VH+OSD D1 VH+SNOD
PROESTRO
10
8
(2]
S & T
o [ Joi
2 T
O 4 Moo
$*
ce Oe "
0
P VH PVH+OSD P VH+SNOD P VH PVH+OSD P VH+SNOD
ESTRO
O
10
8
3
= 6 1
g I + T Lo
o , Hop
3
2
0
E VH EVH+OSD E VH+SNOD E VH EVH+OSD E VH+SNOD

Fig. 13. Proporcion de animales ovulantes y media + eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo

(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con vehiculo (VH), 60

dias después se realizé la seccion del nervio ovarico superior derecho (SNOD) u operacién simulada derecha (OSD).

Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xi°, ® P<0.05

operacion simulada prueba de X%, €p<0.05 vs su grupo tratado sin cirugia prueba de U de Mann-Whitney.
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Fig. 14. Proporcién de animales ovulantes y media + eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con valerato de
estradiol (VE), 60 dias después se realizd la seccion del nervio ovérico superior derecho (SNOD) u operacion simulada
derecha (OSD). Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xiz,

® P<0.05 operacion simulada prueba de Xi’.
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La seccidn del NOS derecho en los animales tratados con VH en el dia del diestro 1
provocd una disminucidn del peso relativo del ovario izquierdo y de la masa ovdrica al
compararla contra su grupo con operacién simulada (Tabla 3). Con respecto a su grupo
con operacion simulada, en las hembras con seccién del NOS derecho tratadas con VE en
el dia del diestro se observd un incremento en el peso corporal, disminucién en el peso

del ovario inervado y del peso del utero (Tabla 3).

En las ratas tratadas con VE en el dia del proestro la seccién del NOS derecho provocé
un incremento en el peso del ovario derecho, de la masa ovdrica y del Utero cuando se
compard contra su grupo con operacion simulada. Al comparar ambos grupos tratados
con VE contra sus grupos tratados con VH se observé un decremento del peso corporal y
no se observan cambios en el peso de los érganos, excepto en el ovario derecho del
grupo tratado con VE y sometido a la seccién del NOS derecho, el cual incrementa su

peso al compararlo contra su grupo tratado con VH (Tabla 3).

En ambos grupos tratados con VE en el dia del estro el peso del Utero se incrementd
respecto a los grupos tratados con VH. En el grupo con seccidén del NOS derecho tratado
con VH también se observd un incremento del peso del Utero con respecto a su grupo

con operacion simulada (Tabla 3).
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Tabla 3. Media + e.e.m. del peso corporal, pesos relativos (mg/100g de peso corporal) del ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD) y masa ovérica (MO) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1 (D1), proestro o estro con

vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60 dias después se realiza seccién derecha del NOS (SNOD) u operacion

simulada derecha (OSD). Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro.

GRUPO n PESO ol oD MO UTERO
D1-VHOSD | 6 | 260.6+11.55 | 13.6+0.67 | 12.6+0.78 | 27.0+1.09 160.5 + 8.84
D1-VHSNOD | 10 | 280.5+7.38 | 11.0+0.63* | 12.3+1.13 | 21.5+1.49* 142.7+5.1
P-VH OSD 7 | 260.4+9.21 | 11.7+0.85 11.2+0.9 23.4+0.55 150.7 +6.11
P-VHSNOD | 11 | 291.3+851 | 11.1+0.49 | 10.5+1.24 | 23.8+0.66 159.4 +12.8
E-VH OSD 6 | 288.7+9.06 | 11.1+0.99 9.7+0.76 209+1.4 134.3+10.2
E-VHSNOD | 10 | 273.4+5.88 9.7+0.52 10.9+5.88 | 20.7+0.62 | 159.6+0.62*

*P<0.05 vs su grupo tratado con operacion simulada prueba de t de Student, % P<0.05 vs su grupo tratado con. VH
prueba de ANDEVA seguida de Tukey
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Efecto de la seccion del NOS derecho sobre la concentracion de hormonas
gonadotropicas y estradiol en hembras inyectadas con VH o VE en el diestro, proestro o

estro.

Hembras inyectadas en diestro

En las hembras inyectadas con VH, la operacién simulada derecha disminuyd la
concentracion de estradiol, respecto al grupo sin cirugia, este efecto no se observa en las
hembras sometidas a la seccidn del NOS derecho. La laparotomia derecha o la seccién
del NOS derecho incrementd la concentracidn sérica de FSH al compararlo con el grupo

control (Fig. 15).

En las hembras inyectadas con VH, la laparotomia derecha o la seccién del NOS
derecho condujeron a una disminucion de la concentracién de la LH respecto al grupo sin
cirugia, en las hembras inyectadas con VE en el dia del diestro solo la laparotomia
derecha redujo la concentracion de la hormona respecto al grupo sin cirugia, la seccién
derecha mostré cantidades superiores de LH respecto a su grupo con laparotomia (Fig.

15).

Hembras inyectadas en proestro

En las hembras inyectadas con VE, la laparotomia derecha disminuyd la concentracién

de estradiol respecto al grupo sin cirugia (Fig. 16).

En las hembras inyectadas con VH sometidas a la seccién del NOS derecho o a la
laparotomia mostraron una concentracién de FSH menor respecto al grupo sin cirugia.
Este efecto en el grupo tratado con VE, solo se observé en los animales con seccién del
NOS derecho (Fig. 16). En hembras tratadas con VH o VE en el dia del proestro, la
seccién del NOS derecho incrementé la concentracidn de la LH respecto a su grupo sin

cirugia o al grupo con operacion simulada (Fig. 16).
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Hembras inyectadas en estro

Las hembras inyectadas con VH o VE, la concentraciéon de estradiol disminuyd al

realizar la operacidn simulada derecha o la seccién del NOS derecho (Fig. 17).

En las hembras inyectadas con VH sometidas a la seccién del NOS derecho disminuyd
la concentracidn de FSH respecto a su grupo con operacion simulada asi como contra el
grupo sin cirugia (Fig. 17). En el grupo con VE en las hembras sometidas a la laparotomia
derecha disminuyd la concentracién de la gonadotropina, mientras que en las hembras

sometidas a la seccién del NOS derecho aumenté (Fig. 17).

La operacién simulada derecha en las hembras inyectadas con VE incrementd la

concentracion de LH, respecto al grupo sin cirugia (Fig. 17).
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Fig. 15. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante
(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1 (D1), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60
dias después se realizd la seccion del NOS derecho (SNOD) u operacion simulada derecha (OSD). Sacrificadas a los 10
dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs

su grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey.
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(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el proestro (P), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60

dias después se realizd la seccion del NOS derecho (SNOD) u operacion simulada derecha (OSD). Sacrificadas a los 10

dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs

su grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey 0P<0.05 vs su grupo sin cirugiaprueba de t.
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Fig. 17. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante
(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el estro (E), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60 dias
después se realizd la seccion del NOS derecho (SNOD) u operacién simulada derecha (OSD). Sacrificadas a los 10 dias
post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su

grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey.
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Experimento 4. Efecto de la seccion bilateral del NOS en ratas tratadas con
VE en el diestro 1, proestro o estro, sobre la respuesta ovarica.

Numero de animales ovulantes y ovocitos liberados.

En las hembras inyectadas con VH en el dia del diestro 1 la laparotomia bilateral, asi
como la seccidn bilateral del NOS, disminuyeron la proporcién de animales ovulantes en
ambos ovarios, con una cuota ovulatoria menor en el ovario izquierdo respecto al grupo

sin cirugia (Fig. 18).

En los animales tratados con VH en el dia del proestro, los animales con seccidn
bilateral del NOS redujeron su tasa ovulatoria con respecto a su grupo con operacién
simulada, asi como contra el grupo sin cirugia. La seccion bilateral del NOS en los
animales tratados con VH en el proestro reduce considerablemente la cantidad de

ovocitos liberados por ambos ovarios (Fig. 18).

Las hembras tratadas con VH en el dia del estro sometidas a la laparotomia bilateral,
ovularon en un 100% por el ovario derecho y en un 80% por el izquierdo. La seccion
bilateral del NOS disminuyd la proporcién de animales ovulantes en ambos ovarios con

respecto a su grupo con operacién simulada (Fig. 18).

En las hembras inyectadas en el dia del diestro con VE la seccién bilateral del NOS
disminuyd la tasa ovulatoria del ovario izquierdo respecto a su grupo con operacion

simulada, sin modificar la cantidad de ovocitos (Fig. 19).

En el grupo tratado en el dia del proestro con VE y sometido a la operacién simulada
bilateral se observé una disminucién de la cuota ovulatoria respecto al grupo tratado con
VE sin ninguna cirugia (Fig. 19). En el grupo inyectado con VE en el dia del estro la
laparotomia y la seccidn bilateral del NOS aumentaron la tasa ovulatoria del ovario

derecho respecto a su testigo con VE.
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Fig. 18. Proporcion de animales ovulantes y media + eem del niumero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo

(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con vehiculo (VH), 60

dias después se realizé la seccion bilateral del nervio ovarico superior (SB) u operacidn simulada bilateral (OSB).

Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xiz, ® P<0.05
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Fig. 19. Proporcién de animales ovulantes y media + eem del niUmero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo

(Ol) o derecho (OD) en hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1, proestro o estro con valerato de

estradiol (VE), 60 dias después se realizd la seccion bilateral del nervio ovarico superior (SB) u operacién simulada

bilateral (OSB). Sacrificadas a los 10 dias post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de Xi°,

® P<0.05 operacion simulada prueba de XP.
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El peso corporal y la masa ovarica de los animales tratados en el dia del diestro 1 con
VH y seccién bilateral del NOS incrementaron con respecto a su grupo con operacion
simulada. En el grupo con VE disminuyd el peso corporal y la masa ovdrica con respecto a
su grupo tratado con VH, mientras que si se compara respecto a su grupo con operacion

simulada incrementé el peso del ovario derecho y del utero (Tabla 4).

En los animales tratados en el dia del proestro con VH y seccién bilateral del NOS
incrementd el peso corporal con respecto a su grupo con operacion simulada. En el
grupo con VE y seccién bilateral del NOS disminuyé el peso corporal y la masa ovdrica
con respecto a su grupo con VH, mientras que al compararse respecto a su grupo con
operacion simulada disminuyd el peso del Utero (Tabla 4). En las hembras inyectadas con
VE y operacidon simulada bilateral incrementd el peso del uUtero, respecto al grupo

inyectado con VH (Tabla 4).

En los animales tratados con VE en el dia del estro y seccion bilateral del NOS
disminuyd la masa ovarica con respecto a su grupo con operacidon simulada asi como

contra el grupo tratado con VH (Tabla 4).
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Tabla 4. Media * e.e.m. del peso corporal, pesos relativos (mg/100g de peso corporal) del ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD) y masa ovdrica (MO) de hembras tratadas en el diestro 1 (D1), proestro y estro con vehiculo (VH) o

valerato de estradiol (VE), y sometidas a la seccion bilateral del nervio ovérico superior (SB) u operacion simulada

bilateral (OSB). Sacrificadas a los 70 dias postratamiento.

GRUPO n PESO ol oD MO UTERO
D1-VHOSB | 6 | 266.3+3.11 11.1+0.82 9.4+0.63 20.6 £0.83 159.4+11.1
D1-VHSB | 10 | 292.6 +0.96# | 13.8+1.08 153+1.7& | 29.2+1.98# | 187.2+12.21
P-VHOSB | 6 | 270.1+4.77 11.7+£0.77 11.2+0.7 23.0+1.06 155.0+9.31
P-VH SB 9 | 291.6+3.284 13.1+1 13.0+0.92 26.1+1.67 170.4 £5.17
E-VHOSB | 5 276.3+7.03 | 11.6+1.013 | 11.2+1.04 22.8 £1.567 150.2 £ 6.071
E-VH SB 10| 265.3%8.2 13.2+1.12 11.4+0.72 25.0+1.73 167.3 £6.69

*P<0.05 vs su grupo tratado con VH, # P<0.05 vs su grupo con operacion simulada prueba de t de Student.
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Efecto de la seccion del NOS izquierdo sobre la concentracion de hormonas
gonadotrdpicas y estradiol en hembras inyectadas con VH o VE en el diestro 1, proestro
o estro.

Hembras inyectadas en diestro

En las hembras tratadas con VH, la operacién simulada bilateral disminuyé la
concentracion de estradiol, mientras que la seccion bilateral del NOS incrementd la
concentracion de la hormona respecto a su testigo con VH (Fig. 20). En los grupos
tratados en el dia del estro con VE la seccién del nervio ovarico superior incrementé la
concentracion de estradiol respecto a su grupo con operacidn simulada asi como contra

su grupo tratado con VE (Fig. 20).

En las hembras tratadas con VH la seccién bilateral incrementd la concentracion de la
FSH con respecto a su grupo con operacién simulada y al grupo con VH. En el grupo
tratado con VE la concentracion de la gonadotropina se incrementé en el grupo con la
laparotomia bilateral, la concentracién de FSH disminuyé en el grupo con seccién

bilateral del NOS al compararlo contra el grupo con operacién simulada (Fig. 20).
Hembras inyectadas en proestro

En las hembras inyectadas con VE y operacion simulada bilateral la concentracién de
estradiol se incrementd con respecto al grupo tratado con VE. La seccién bilateral en el
grupo tratado con VE provocd una disminucién en la concentracion de la hormona con

respecto a su grupo con operacién simulada (Fig. 21).

En las hembras inyectadas con VH tanto la operaciéon simulada como la seccion
bilateral del NOS disminuyeron la concentracidn de FSH. Esta disminucién también se
presentd en las hembras tratadas con VE y operacién simulada bilateral. La seccién
bilateral del NOS en las hembras tratadas con VE incrementd la concentracién de LH

respecto a su grupo sin cirugia (Fig. 21).
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Hembras inyectadas en estro.

En las hembras inyectadas con VH la seccién bilateral del NOS disminuyd la
concentracion de estradiol al compararlo contra su grupo con operacién simulada o
contra el grupo sin cirugia, resultados similares se observan en el grupo con VE sometido
a la seccién bilateral del NOS, la operacidén simulada bilateral en las hembras tratadas

con VE incrementd la concentracion de estradiol respecto a su grupo sin cirugia (Fig.22).

En los animales inyectados con VH la seccion bilateral del NOS incrementé la
concentracién de FSH con respecto a su grupo con operacion simulada, en el grupo con

operacion simulada bilateral disminuyé la concentracién de la gonadotropina (Fig.22).

En los animales inyectados con VH y seccidn bilateral del NOS, la concentracién de LH
incrementd respecto a sus grupos testigo (operacidon simulada bilateral y su grupo con
VH) (Fig.22). En las hembras tratadas en el dia del estro con VE y operacion simulada
incrementé la concentracion de LH respecto a su grupo sin cirugia. Mientras que en el
grupo con secciéon bilateral del NOS disminuyé respecto a su grupo con operacién

simulada (Fig. 22).
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Fig. 20. Media + e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante

(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el diestro 1 (D1), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60

dias después se realizé la seccidn bilateral del NOS (SB) u operacidn simulada bilateral (OSB). Sacrificadas a los 10 dias

post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su

grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey, @ P<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de t.

Zicarde Trejo Serna

71



RESULTADOS

250

200

ng/mi

0.7

0.6

0.5

0.4

ng/ml

0.3

0.2

0.1

0.0

ESTRADIOL

500

450

50

P VH+SB

FSH

10

O

P VH+SB

LH

0.7
0.6

0.5

ng/ml

0.3

0.2

0.1

0.0

P VH P VH+OSB
©)
P VH P VH+OSB
1T
P VH P VH+OSB

PVH+SB

P VE

O
[ J
P VE+OSB P VE+SB
O

2

P VE

P VE+OSB

P VE+SB

P VE

P VE+OSB

P VE+SB

Fig. 21. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante

(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el proestro (P), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60

dias después se realizé la seccidn bilateral del NOS (SB) u operacidn simulada bilateral (OSB). Sacrificadas a los 10 dias

post-cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su

grupo con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey.
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Fig. 22. Media + e.e.m. de la concentracién de estradiol, hormona luteinizante (LH) u hormona foliculo estimulante

(FSH) de hembras tratadas a los 60 dias de edad en el estro (E), con vehiculo (VH) o valerato de estradiol (VE), 60 dias

después se realizé la seccidn bilateral del NOS (SB) u operacién simulada bilateral (OSB). Sacrificadas a los 10 dias post-

cirugia en el dia del estro. OP<0.05 vs su grupo sin cirugia prueba de ANDEVA seguida de Tukey, ®P<0.05 vs su grupo

con operacion simulada prueba de ANDEVA seguida de Tukey OP<0.05 vs su grupo sin cirugiaprueba de t.
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- L4
Discusion
La disminucidn en la respuesta ovulatoria en los animales tratados con VE esta en
funcién del dia del ciclo estral en el que se inyecte el estrégeno. En este modelo animal
la informacién neural que transcurre por el NOS modula de manera asimétrica la

ovulacion, lo que depende del nervio seccionado y del dia del ciclo en el que se inyecte el

farmaco.
Animales adultos inyectados con VE

Se ha reportado que la inervacidn simpatica participa en la regulacion de las funciones
ovaricas (Lara y col.,, 2002; Burden 1978). En la rata la administracién de VE es
acompafiada por una hiperactivacién de la inervacién simpatica (Stener-Victorin, 2005;
Laray col., 1993). En la rata adulta tratada con VE se incrementa en el GCMS la actividad
de la tirosina hidroxilasa y la concentracion de NA ovarica a los 30 dias después del
tratamiento y el incremento es adin mayor a los 60 dias (Lara y col., 1993). Estos cambios
en la actividad de la inervacidn simpatica pueden explicar las alteraciones en las
funciones ovaricas. Se ha reportado que previo a la formacidn de los quistes es mayor la
sintesis intraovarica del factor de crecimiento neural (NGF) y su receptor de baja afinidad
(p75 NGFR). El bloqueo selectivo del NGF y de la sintesis de p75 NGFR en ratas tratadas
con VE restaura las funciones ovaricas (Dissen y col., 2000). La sobre activacién de las
neuronas simpaticas que llegan al ovario contribuyen al mantenimiento del estado

anovulatorio en las ratas tratadas con VE (Barria, 1993).

En el presente estudio la administracién de VE en los diferentes dias del ciclo estral
resulta en un menor peso corporal, como ya se habia reportado anteriormente (Stener-
Victorin y col., 2005). Dado que la inyeccién con VE incrementa la concentracion de NA
ovdrica (Stener-Victorin, 2005, 2004; Rosa-E-Silva y col., 2003; Barria, 1993; Lara, 1993),

es posible que el menor peso corporal se deba a que las catecolaminas estimulan la
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lipdlisis, tal y como ha sido sefialado (Tavernier y col., 2005; Langing y col., 1995).

En la rata adulta (Shirwalkar y col., 2007; Schulster y col., 1984; Hemmings, 1983) o
prepuber (Carriere, 1988; Rosa-E-Silva; 2003) la administraciéon de VE resulta en la
pérdida del ciclo estral en donde se puede observar la presencia de un estro vaginal por
varios dias continuos. En el presente estudio, la administracion de VE resulté en la
pérdida del ciclo estral, independientemente del dia del ciclo en el que se inyectd el

farmaco.

En animales prepuberes tratados con VE los patrones de ciclicidad cambian
dependiendo de la edad en la que se administré el fdrmaco, en animales tratados en los
dias 1, 7 6 14 se muestra ausencia de ciclos estrales, mientras que en hembras tratadas
a los 21 6 30 dias de edad también se observa una disrupcién en el patrén de los ciclos,
sin embargo, entre el 40 y 80 % de los animales recuperan el ciclo a partir de los 80 y 100
dias de edad (Cruz y col., 2012). Estas evidencias nos llevan a sugerir que las alteraciones
en el patrén del ciclo estral estd en funcion de la madurez del eje hipotalamo-hipdfisis-

ovario y del ambiente neuro-endocrino de las hembras.

La administracién de VE en la rata prepuber resulta en anovulaciéon y ovarios con
morfologia tipica del SOPQ que persiste en la vida adulta (Rosa-E-Silva y col., 2003), esta
morfologia también se presenta cuando se administra el VE en la rata adulta (Stener-
Victorin y col., 2005; Lara y col., 1993), ademas de acompafiarse por una pérdida en el
peso ovarico (Lara y col., 1993). En el presente estudio la administracion del VE en el dia
del diestro 1, proestro o estro no resulté en una disminucién significativa del porcentaje
de animales ovulantes respecto al VH, sin embargo, es en los animales inyectados en el
dia del estro cuando menor nimero de animales ovula, con una cuota ovulatoria muy
por debajo de la que presentan los animales sin la patologia. La respuesta ovulatoria no
se acompafié por cambios en el peso de las gdnadas. Esto debido a que no se presento la

condicién anovulatoria (Fig. 23).
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La falla ovulatoria en la mujer se explica por diversas teorias, una de ellas es la
inadecuada secrecion de gonadotropinas caracterizada por el incremento de LH
(FAbregues, 2006; Bernabeu y col., 2006; Moran-Villota, 2006; Yen, 2001; Yen y col.,
1970), como respuesta al incremento en la frecuencia de los pulsos de GnRH

(Matalliotakis, 2006).

En los modelos animales del SOPQ inducido con VE algunos autores han explicado la
falla ovulatoria como resultado del efecto del farmaco sobre el hipotalamo, lo que
resulta en una modificacion en el patrén de secrecion de la GnRH (Carriere, 1991; Simard
y col., 1987), otros plantean que el efecto podria estar dado en la propia hipdfisis y asi
resultar en una menor secrecion de la LH (Hemmings y col., 1983). Es posible que la
alteracion en la respuesta ovulatoria no se explique exclusivamente por cambios en la
concentracion de LH, ya que se ha reportado que en la rata tratada con VE disminuye la
concentracion de LH (Shirwalkar y col., 2007; Rosa-E-Silva yo col.,, 2003), vy
posteriormente se incrementa transitoriamente sin normalizarse (Schulster y col., 1984)

o no se modifica (Linares, 2013; Cruz y col., 2012).

Los resultados del presente estudio apoyan la idea de que la falla ovulatoria no es el
resultado de la alteracidn en la secrecidn de las gonadotropinas, esto a partir del hecho
de que en los animales tratados en el estro, no hubo cambios en la concentracién de
gonadotropinas, mientras que en las ratas tratadas con VE en el dia del diestro 1, la
concentracion de LH disminuyd y fue mayor en las tratadas en el proestro. En estos
animales no se correlaciono la concentracion de LH con la cuota ovulatoria. Estos
resultados nos permiten sugerir que la accién del VE sobre la liberaciéon de
gonadotropinas estd en funcion del ambiente neuroendocrino en el que se administre

(Fig. 23).

En la rata prepuber inyectada con VE las concentraciones de estradiol en suero varian

en funcién de la edad en que se administre y del tiempo que transcurre desde el
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tratamiento hasta la autopsia (Cruz y col., 2012). En la rata adulta la respuesta a la
administracion de VE es controversial, hay quienes dicen que no cambia la concentracion
de estradiol (Stener-Victorin y col., 2005), y otros sefialan que incrementa (Forneris y
col., 2008; Barria y col., 1993). En estos estudios, a pesar de haber o no cambios en la
concentracion de estradiol, se mantienen las caracteristicas del SOPQ. En el presente
estudio se observé que la inyeccién del VE en el dia del diestro 1, proestro o estro no
modificd la concentracion de estradiol 60 dias después de su administracion. Estos
resultados nos podrian indicar que la capacidad del foliculo ovarico para secretar
estradiol no se vio modificada. Resulta importante resaltar que independientemente de
las concentraciones de estradiol, los animales con VE no son capaces de ovular de

manera normal.

La concentracion de estradiol se incrementé de manera gradual en las hembras
tratadas VE, en funcién del dia en el que se inyectd, de manera semejante a lo que
ocurre con los animales inyectados con el VH. Esto podria indicar que la actividad de los
nervios simpaticos es regulada por el medio hormonal que prevalece al momento de la
inyeccion. Al respecto, el grupo de Barria (1993) mostré que en los animales con SOPQ
inducido con VE, la estimulacién B-adrenérgica resulta en un incremento en la
produccién de progesterona y andrégenos pero no de estradiol, sin embargo en este
estudio no se indica en que dia del ciclo se inyecto el estrégeno. Por otra parte, se ha
documentado que la inervacidon que llega al ovario por el NOS facilita la secrecion de
esteroides ovdricos (Aguado y Ojeda 1984a, Morales-Ledesma 2012), y que la actividad
de los nervios simpaticos varia a lo largo del ciclo estral, como ha sido demostrado por

experimentos in vivo (Wolf y col., 1986) e in vitro (Ferruz y col., 1991).
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Fig. 23. Modelo de los efectos del valerato de estradiol (VE) en ratas hembras inyectadas en los dias del
diestro 1 (D1), proestro (P) o estro (E).

|

Efectos de la seccion unilateral o bilateral del NOS en animales sin o con SOPQ.

Laparotomia.

Chavez y colaboradores (1991) mostraron que en la rata adulta ciclica la laparotomia
no modifica la ovulacién, resultados semejantes a lo reportado por Flores y col., (1990),
guienes sugieren que la respuesta ovulatoria se puede producir aun con
concentraciones de LH inferiores a las que presenta un animal intacto. En el presente
estudio se realizé la laparotomia unilateral o bilateral en el dia del estro, en animales que
fueron inyectados en cada uno de los dias del ciclo estral con el VH 60 dias antes. Los
resultados muestran que los efectos de realizar una laparotomia dependen de si se
realiza unilateral o bilateral, y esta respuesta depende del dia del ciclo estral en el que se

inyecto el VH.
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En trabajos previos de nuestra Unidad de Investigaciéon se ha planteado que al
momento de realizar una laparotomia se puede alterar alguna via neural que inerva el
peritoneo, y que pudiera estar implicada en la regulacion de las funciones ovdricas
(Barco y col., 2003). Al momento no contamos con una explicacion a nuestros resultados,
ya que resulta dificil pensar que la inyeccidon del VH modificé la ovulacién, cuando la

respuesta fue evaluada mas de 60 dias después.

En el presente estudio se evaluaron los efectos de la administracién del VE en cada
dia del ciclo estral aunado a los efectos de la laparotomia practicada en el dia del estro.
Los resultados muestran que la respuesta al VE depende del ambiente enddcrino del
animal y del tipo de laparotomia que se practica, es decir unilateral o bilateral, tal y
como ya ha sido reportado que ocurre en la rata sin ninguna patologia (Flores y col.,

2006).

Reportes previos muestran que en hembras de diez dias de edad tratadas con VE y
sometidas 14 dias después a la laparotomia unilateral o bilateral, la ovulacién en la etapa
adulta es semejante a la de un animal sin laparotomia. (Morales-Ledesma vy col., 2010).
Sin embargo, en el presente estudio se observd que en las hembras tratadas con VE en el
dia del estro y sometidas a la laparotomia izquierda ovulan alrededor del 80% de los
animales, con una cuota ovulatoria total semejante a la de un animal sin el SOPQ, esta

respuesta fue semejante cuando la laparotomia se practica de manera bilateral.

Seccion bilateral.

El efecto de eliminar el aporte simpatico del ovario por la seccion del NOS sobre la
respuesta ovulatoria depende de la edad de las hembras, en la rata prepuber la seccion
bilateral del NOS no modifica la respuesta ovulatoria espontdnea (Aguado y Ojeda,
1984b; Morales y col., 1993) o inducida (Selstam y col. 1985). Respuesta que no se
observa cuando los animales son denervados en la etapa adulta; en la rata ciclica la

seccion bilateral del NOS reduce la tasa ovulatoria del ovario derecho, asi como el
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numero de ovocitos liberados por animal ovulante (Chavez y col., 1991). En otro estudio
se ha sugerido que la seccién bilateral del NOS disminuye la capacidad ovulatoria a partir
de los resultados obtenidos con hembras denervadas y colocadas con machos fértiles,
donde los fetos se distribuyen en un solo cuerno uterino (Erskine y Weaver, 1988). En
esta tesis, los animales inyectados con VH en cada dia del ciclo estral, y sometidos a la
seccion bilateral del NOS ovularon de manera espontanea entre del 20% y el 50% de
ellos. Estos resultados nos permiten sugerir que la inervacion que llega al ovario por el
NOS participa de manera estimulatoria en los mecanismos que culminan con la

ovulacion.

La exposicion al VE resulta en cambios en las funciones ovaricas, estos efectos son
probablemente mediados por una activacion de la inervacidon simpdtica ovarica
dependiente de las neurotrofinas (Sotomayor-Zarate, 2008). En los animales tratados
con VE la seccidén bilateral del NOS (Rosa-E-Silva y col., 2003; Lara y col., 1993; Barria y
col., 1993) o el tratamiento por electro acupuntura (Stener-Victorin y col., 2000)
restauran la ovulacion, evidenciado por la presencia de cuerpos luteos. Resultados
previos de nuestro laboratorio muestran que en el 55% de los animales se restablece la
respuesta ovulatoria por la seccidn bilateral del NOS (Morales-Ledesma y col., 2010). En
el presente estudio el VE se administré en los diferentes dias del ciclo estral y la
denervacion se practicé en el dia del estro, 60 dias posteriores a la inyeccién del VE. El
50% de las hembras inyectadas en el dia del estro y sometidas a la seccidn bilateral del
NOS ovuld, mientras que en las inyectadas en diestro o proestro la proporcion de

animales ovulantes es semejante a la del grupo inyectado con el VE (Fig. 24).

En el animal adulto, sin el SOPQ, la seccion bilateral del NOS en el dia del estro no
modifica las concentraciones de estradiol (Aguado y Ojeda; 1984a); mientras que esta
misma cirugia en la rata adulta tratada con VE, la concentracion de estradiol disminuye
(Barria y col., 1993). Los resultados del presente estudio apuntan a que los efectos de la

inyeccion del VE dependen del dia del ciclo en el que se administre. Asi, en los
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inyectados en el dia del diestro la informacién que llega por el NOS modula de manera
inhibitoria la secrecién de estradiol, mientras que en los inyectados en el dia del estro, la
modulacion es de tipo estimulatoria (Fig. 24). Todas estas evidencias nos permiten
sugerir que la modulacién que ejerce el NOS en la esteroidogénesis ovarica va estar en
funcién del ambiente endécrino del animal. No podemos descartar que al quitar los dos
nervios ovdricos exista otra via neural que se active y de como resultado que la
concentracion de estradiol sea similar a la de un animal con el SOPQ pero con su
inervacién intacta. En apoyo a esta idea, se sabe que la inervacién sensorial que recibe el
ovario modula la secrecién de estradiol en funcién del dia del ciclo estral (Trujillo y col.,

2014).
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Existe controversia sobre el patron de secrecién de las gonadotropinas que prevalece
en la mujer y en la rata con SOPQ (Shirwalkar, 2007; Schulster y col., 1984; Linares, 2013;
Cruz y col., 2012). Rosa-E-Silva y col. (2003) reporta que en la rata prepuber, tratada con
VE, disminuye la concentracion de gonadotropinas, pero si a estos animales se les
practica la seccidn bilateral del NOS incrementa la concentracion de LH pero no la de
FSH. En el presente estudio, no observamos cambios en la concentracion de
gonadotropinas en los animales que fueron inyectados con VE en diferentes etapas del
ciclo estral y sometidos a la seccidn bilateral del NOS. Estos resultados reafirman la idea
de que el mantenimiento del SOPQ es independiente de gonadotropinas (Barria y col.,
1993), ademas de existir otras vias de regulaciéon en el SOPQ (Morales-Ledesma vy col.,

2010).
Seccion unilateral.

La seccién unilateral del NOS en la rata prepuber (Morales y col.,, 1993) o adulta
(Chavez y col., 1991) resulta en disminucién de la respuesta ovulatoria por parte del
ovario denervado; la ovulacién en las hembras con seccién unilateral del NOS no se
restablece por la administracion de gonadotropinas (Morales y col., 1998), lo que indica
gue, en estado fisioldgico, el NOS modula de manera estimulante la ovulacién y regula la
respuesta del foliculo a las gonadotropinas. En la rata infantil tratada con VH, la seccién
unilateral del NOS en la etapa juvenil conduce a una disminucién en la proporcién de
animales ovulantes por el ovario denervado y aumento en el numero de ovocitos
liberados por la génada inervada (Morales-Ledesma y col., 2010). En el presente
estudio, la seccidén izquierda o derecha del NOS conducen a resultados diferentes
dependiendo del dia del ciclo en el que se inyectd el VH. El NOS izquierdo modula de
manera estimulatoria la ovulacién, independientemente del dia del ciclo en el que se
administré el VH, mientras que este efecto se observa por el NOS derecho sélo en el dia

del estro.

Ricardo Trejo Serua 5



DISCUSION

En estudios previos se ha reportado que en la rata tratada con VH durante la etapa
infantil, la seccidén unilateral del NOS no modifica la concentracién de gonadotropinas
cuando el animal alcanza la etapa adulta (Morales-Ledesma y col., 2010); en la rata
prepuber sin ninguna patologia, la seccidon derecha del NOS reduce la concentracién de
FSH y la concentracion de LH desciende independientemente si la seccién del NOS es
izquierda o derecha (Morales-Ledesma vy col., 2012). En el presente estudio en la rata
tratada con VH en el dia del proestro o estro, el NOS derecho modulé de manera
estimulatoria la secreciéon de FSH, mientras que en el dia del diestro lo hace de manera
inhibitoria. La secrecién de LH es regulada de manera inhibitoria en las hembras

inyectadas en el dia del proestro y estimulatoria en el dia del diestro.

A partir de los efectos agudos de la seccién del NOS en la rata adulta ciclica, se ha
sugerido que la informacidn que recibe el ovario por el NOS no participa en la regulacidon
de la secrecion de estradiol (Flores y col., 2011). En hembras tratadas con VH durante la
etapa infantil, la seccién derecha del NOS disminuyd la concentracion de estradiol,
cuando los animales llegaron a la etapa adulta, mientras que la seccién izquierda no la
modific6 (Morales-Ledesma y col., 2010). Esta modulacién que ejerce el NOS en la
secrecion de estradiol es diferente en la rata sacrificada en la etapa peripuberal, donde
el NOS izquierdo la modula de manera estimulante y el NOS derecho de forma
inhibitoria, ésta es una respuesta aguda ante la denervacion (Morales-Ledesma y col.,
2012). En el presente estudio, en las hembras inyectadas con VH en el dia del estro la
informacién neural aportada por el NOS modula de manera estimulante la secrecién de

estradiol, mientras que en el dia del diestro 1 la respuesta es asimétrica.

Existe evidencia de que la manipulacién mecanica de la cavidad abdominal modifica la
secreciéon de hormonas ovaricas (Barco y col., 2003; Flores y col., 2006). Es posible que
estos cambios estén asociados con la actividad de las neuronas adrenérgicas que arriban
al ovario, la cual varia en funcién del dia del ciclo estral (Ferruz y col.,, 1991). Los

resultados del presente estudio apoyan la idea de la existencia de otras vias nerviosas
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gue participan en la regulacién de las funciones ovaricas. Se ha reportado que después
de la inyecciéon de la peroxidasa de rdbano (un marcador de vias en el sistema nervioso
central) dentro de la cavidad peritoneal, se marcan neuronas que estan presentes en el
nucleo motor dorsal del nervio vago, en los ganglios nodoso, espinal y celiaco, asi como
los cuernos laterales y ventrales del cordén espinal de la mitad toracica a los segmentos
lumbares (Wan-Hua, 1980). Por otra parte, incrementa la actividad del NOS como reflejo
de la estimulacion de la inervaciéon somato-sensorial, conduciendo a un descenso en el
ritmo de secrecion de estradiol por el ovario, esta respuesta es mediada por estructuras
supra espinales (Uchida y col., 2012). Estos resultados nos permiten sugerir que la
participacién del NOS sobre las funciones ovaricas puede ser modulada por la
informacién que reciba por otras vias nerviosas y que estd sujeta a los cambios

hormonales ciclicos.

En animales tratados con VE en la etapa infantil, la seccién unilateral del NOS
realizada a los 24 dias de vida, restablece el patrén del ciclo estral y restaura la
ovulacion por la génada inervada en la vida adulta (Diaz, 2013; Morales-Ledesma vy col.,
2010). En el presente estudio en las ratas con SOPQ, inducido con VE en el dia del diestro
o proestro, el NOS izquierdo modula de manera inhibitoria la respuesta ovulatoria,
mientras que la respuesta se invierte en el dia del estro. La regulacidén que ejerce el NOS
derecho sobre la ovulacion es diferente, ya que cuando se inyecta el VE en el dia del
diestro o proestro la modula de manera estimulante y en el dia del estro es inhibitoria

(Fig. 25).

En la rata infantil tratada con VE la seccién unilateral del NOS no modifica la
concentracion de gonadotropinas (Morales-Ledesma y col., 2010). Se ha propuesto que
las gonadotropinas no tienen una implicacion directa en el desarrollo del SOPQ
(Morales-Ledesma y col. 2010; Shirwalkar, 2007; Rosa-E-Silva y col., 2003; Schulster y
col., 1984; Linares, 2013; Cruz y col., 2012).En el presente estudio en las hembras

inyectadas con VE, la seccién unilateral del NOS conduce a variaciones en la
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concentracion de gonadotropinas que estan en funcién del dia en que se inyecté el VE y
del nervio seccionado. La poca homogeneidad en la concentracién de las gonadotropinas
mostradas en el presente estudio, apoyan la idea de que las gonadotropinas no tienen

un papel sustancial en el desarrollo y mantenimiento de la condicién del SOPQ.

Morales-Ledesma y col. 2010 reporta que en la rata con SOPQ la seccidn unilateral del
NOS conduce a bajas concentraciones de estradiol, sugiriendo que la informacién neural
qgue aporta el NOS, tiene un papel estimulatorio en la regulacion de la secrecién de la
hormona. Sin embargo, los resultados del presente estudio nos dicen que en la rata
adulta el efecto del VE depende del dia del ciclo en el que se inyecte, ya que si se realiza
en el dia del proestro, el NOS izquierdo modula de manera inhibitoria la secrecion de

estradiol (Fig. 25).
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Fig. 25. Modelo de los efectos de la seccidn unilateral (izquierda o derecha) del nervio ovarico superior

(NOS) en ratas inyectadas con valerato de estradiol (VE) en el diestro 1 (D1), proestro (P), o estro (E).
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En el presente estudio, la restauracion de la ovulacidon o su bloqueo en los animales
tratados con VE y seccién unilateral del NOS, no puede explicarse Unicamente por los
cambios en la concentracién de gonadotropinas o estradiol. El retiro unilateral del
estimulo nervioso puede estimular o inhibir la ovulacién dependiendo del dia del ciclo en
el que se administre el VE. Estos resultados nos permiten sugerir que el SOPQ puede ser
el resultado de la mayor actividad que se registra por la inervacién simpatica
proveniente del NOS, pero también puede existir una regulacién por parte del plexo

nervioso ovarico y del nervio vago (Burden, 1978).

Se ha reportado previamente que en la rata neonata, infantil o adulta la
administracion de VE incrementa la concentracidon de NA en el ovario (Sotomayor-Zarate
y col., 2008; Rosa-E-Silva, 2003; Lara y col., 1993) y conduce a una condicién anovulatoria
gue se revierte con la seccién bilateral del NOS, ademas de reducir la concentracion de
NA. Dado que en la rata con SOPQ la seccién unilateral del NOS es capaz de disminuir la
concentracion de NA en el ovario denervado pero no se restablece su capacidad
ovulatoria (Morales-Ledesma vy col., 2010). Estos resultados y los del presente estudio
sugieren que la informacion que llega por el NOS, no solo participa en el desarrollo del
SOPQ, también en su mantenimiento; sin embargo no son las Unicas vias nerviosas que

regulan al SOPQ.
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Conclusiones

e La inyeccion de VE disminuye la respuesta ovulatoria, independientemente del dia
del ciclo en el que se inyecte.

e La informacion neural que llega al ovario por el NOS modula de manera diferente
los mecanismos que culminan en la ovulacion, en funcion del dia del ciclo estral.

e En las hembras tratadas con VE en los dias del diestro 1 o proestro, el NOS
izquierdo modula de manera inhibitoria la ovulacidon. Mientras que en las hembras
tratadas en el proestro el NOS regula de manera estimulatoria la ovulacion.

¢ En las hembras tratadas con VE en los dias del diestro 1 o proestro, el NOS derecho
modula de manera estimulatoria la ovulacién. En las hembras tratadas en el estro
la regulacidon del NOS sobre la respuesta ovulatoria fue de tipo inhibitoria.

¢ En las hembras tratadas con VE en los dias del proestro o estro, la seccidn bilateral
del NOS parece no tener una influencia en los mecanismos que culminan con la
ovulacioén.

e En la rata con SOPQ, inducido en el dia del proestro, el NOS izquierdo modula de
manera inhibitoria la secrecién de estradiol, mientras que en el dia del estro lo
hace de manera estimulante.

e En la rata con SOPQ, inducido en el dia del estro, el NOS izquierdo modula de
manera estimulatoria la secrecidén de FSH, esta misma modulacién la ejerce el NOS
derecho en el dia del proestro.

e En la rata con SOPQ, inducido en el dia del proestro, el NOS derecho modula de
manera inhibitoria la secreciéon de LH.

e Los efectos de la seccion bilateral no es la sumatoria de las secciones unilaterales.
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