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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno endocrino-
metabolico que se caracteriza por hiperandrogenismo acompanado de
anovulacion o formacion de quistes foliculares. Uno de los modelos
experimentales para inducir el sindrome en la rata, es mediante Ia
administracion de una dosis de valerato de estradiol (VE), que resulta en el
incremento del contenido y concentracion de noradrenalina (NA) ovarica, y

por la reduccién en el numero de receptores B-adrenérgicos.

Para analizar si el establecimiento del SOPQ es la consecuencia del
incremento de la NA ovarica, en el presente estudio se utilizo el modelo del
animal con VE al cual se le elimin6d la informacion catecolaminérgica
mediante la administracion de guanetidina (simpatectomia quimica) y se
analiz6 la respuesta ovarica. Para ello, se utilizaron ratas hembra de la cepa
CII-ZV inyectadas via intramuscular a los 14 dias de edad con VE (2 mg/0.1
ml de aceite de sésamo) o con el vehiculo (Vh). Un lote de estos animales
cuando llegaron a los 29 dias de edad fueron inyectados durante tres semanas
via intraperitoneal con 50 mg/kg de p.c de guanetidina (GTD) o con solucion
salina (SS). Los animales fueron sacrificados cuando cumplieron los 80 dias
de edad al presentar un estro vaginal y se evalu6 la edad de apertura vaginal,
el patrén del ciclo estral, la tasa de animales ovulantes, el nimero de ovocitos
liberados, la concentracion de hormonas esteroides en suero y la morfologia

ovarica.
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La administracion del VE provoco adelanto en la apertura vaginal, aciclicidad

estral, bloqueo de la ovulacion e incremento en la secrecion de testosterona.

La inyeccion con GTD resultd en la disminucion de la tasa de animales
ovulantes, sin cambios en la cuota ovulatoria y en la concentracion de

testosterona y estradiol.

En animales con SOPQ, la inyeccion de GTD resultd en una ovulacion normal
al igual que la concentracién de testosterona y estradiol. En los cortes
histologicos ya no se observan los quistes foliculares pero se pueden apreciar

foliculos en diferentes estadios de desarrollo.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten concluir que en
el animal con SOPQ, la NA regula de manera inhibitoria la respuesta
ovulatoria, mientras que modula de manera estimulante la secrecion de

testosterona y estradiol.



Alvarado Vargas Wendy

INTRODUCCION

El ovario es un organo que cumple con dos funciones: la ovulacion y la
sintesis de hormonas esteroides y peptidicas. Ambas funciones son reguladas
por la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH),
y junto con las secreciones propias del ovario producen un évulo maduro

capaz de ser fertilizado (Chedrese, 2003).

El ovario de la rata estd inervado por nervios simpaticos, sensoriales y
parasimpaticos. Las fibras simpaticas del ovario se originan del segmento de
la médula espinal TI11 a la L4 y hacen sinapsis en el ganglio celiaco

mesentérico superior (GCMS) (Dissen y Ojeda, 1999).

El desarrollo de patologias ovaricas como el sindrome de ovario poliquistico
(SOPQ) se ha visto asociado con alteraciones en cualquiera de las sefiales de
regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Esta patologia es un trastorno
endocrino-metabdlico que afecta al 6 % de las mujeres en edad reproductiva y

es la principal causa de infertilidad de origen ovarico (Azziz, 2006).

El SOPQ se manifiesta clinicamente por hiperandrogenismo con anovulacion

cronica y un aumento en la relacion LH: FSH (Yen, 2001).

En el ovario de la rata con SOPQ, inducido por valerato de estradiol (VE),
incrementa el factor de crecimiento neural (NGF) y su receptor de baja
afinidad, el p75. La union del NGF con su receptor estimula, en el GCMS, el
incremento en la expresion de genes que codifican para la tiroxina hidroxilasa
(TH); enzima limitante en la biosintesis de las catecolaminas. Cuando la TH
aumenta también incrementa la NA que viaja por las fibras simpaticas que

llegan al ovario (Lara y col., 2000).
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Estas evidencias llevaron a los autores a proponer que el SOPQ es el resultado
del aumento de la actividad del sistema simpatico que llega al ovario. En
apoyo a esta hipdtesis se mostré que la eliminacién del principal aporte
simpatico, por la seccion bilateral del nervio ovarico superior (NOS), resulta
en el restablecimiento de la ovulacion y del patron del ciclo estral (Barria y

col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010).

Sin embargo, cuando se realiza la denervacion quirtrgica del NOS, se
eliminan todos los neurotransmisores que llegan al ovario por esta via los
cuales son Noradrenalina (NA), Péptido intestinal vasoactivo (VIP) y
Neuropéptido Y (NPY). Una herramienta farmacoldgica que permite eliminar
solo el componente NAérgico es la guanetidina (GTD), la cual es un agente
neurotoxico que se acumula activamente en las neuronas simpaticas mediante
la bomba de recaptura de las catecolaminas. Cuando se administra de manera
cronica destruye las neuronas simpaticas por una respuesta autoinmune (Lara

y col., 1990).

El proposito del presente estudio fue analizar si el SOPQ se produce en
respuesta a la hiperactividad del sistema noradrenérgico. Para ello se

eliminaron las fibras mediante la administracion cronica de GTD.
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MARCO TEORICO
OVARIO

La génada femenina se encarga de producir 6vulos maduros aptos para ser
fecundados y de sintetizar hormonas esteroides (Sanchez-Criado, 1999).

Ambas funciones son reguladas por la FSH y la LH (Chedrese, 2003).

Anatomicamente el ovario presenta tres regiones: la médula, la corteza y el
hilio (Tresguerres, 2010), y desde el punto de vista funcional se puede dividir
en tres compartimentos: el tejido intersticial, los foliculos y los cuerpos luteos

(Sanchez-Criado, 1999).

La médula es la region central del ovario que se compone de fibras elasticas,
vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas. La corteza esta
compuesta por una red de tejido conectivo (estroma), que contiene células
estromaticas similares a fibroblastos y foliculos ovéricos en diferentes estadios
de desarrollo. El hilio contienen nervios, vasos sanguineos, linfocitos, tejido
conectivo de sostén y algunas células esteroidogénicas denominadas células

hiliares (Sanchez-Criado, 1999; Gal, 2007).

El foliculo ovarico es la unidad funcional del ovario que sintetiza hormonas y
produce ovulos. El foliculo esta constituido por un ovocito rodeado por células
de la granulosa, delimitadas por la membrana basal. Por fuera de ésta
membrana se localiza a las células de la teca, las mas cercanas a la lamina
basal se van transformando en células epiteloides y dan lugar a la teca interna.
Las células tecales mas periféricas mantienen su estructura alargada y se unen

a las células del estroma dando lugar a la teca externa. Las células de la teca y
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de la granulosa constituyen una glandula productora de hormonas esteroideas

en cada ciclo, que culmina con la formacion del cuerpo luteo. (Tresguerres,

2010)

En los ovarios de la mujer al momento del nacimiento, hay aproximadamente
dos millones de foliculos primordiales, entre el nacimiento y la pubertad gran
parte de estos foliculos experimentan atresia y solo unos 400 000 gametos
estan presentes cuando empieza su vida fértil. De éstos, solo 400 podran
madurar por completo y pasar a las trompas de Falopio y al Gtero, donde seran
potencialmente fecundables, mientras que el resto sufrira atresia (Tresguerres,

2010).

En la rata la foliculogénesis se inicia después del nacimiento, es
aproximadamente a las 12 horas de nacida que se empiezan a observar los
primeros foliculos (Malamed y col., 1992). EIl desarrollo folicular temprano
es un fenomeno independiente de la hipofisis, y la capacidad de respuesta a las
gonadotropinas se adquiere hasta el final de la primera semana de vida,

cuando se empiezan a formar sus receptores (Malamed y col., 1992).

CICLO ESTRAL

En las hembras de los mamiferos existen diferencias entre el ciclo menstrual
de los primates y el ciclo estral de los mamiferos no-primates. En el ciclo
menstrual los cambios uterinos son mas notorios, el endometrio uterino
depende en mayor grado de las hormonas ovaricas y la necrosis que sufre
cuando las concentraciones de estas hormonas bajan al final de la fase lutea
produce la degeneracion del epitelio uterino acompaniada de hemorragia,

proceso que se le conoce como menstruacion (Yen, 2001). En las hembras de

o
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mamiferos no-primates el ciclo estral es corto y los cambios en el endometrio
uterino son menos notorios, dado que la fase lutea del ciclo estd atenuada. En
el epitelio vaginal se producen cambios morfoldgicos que pueden usarse para

identificar las fases del ciclo estral (Goodman y Hodgen, 1983).

El ciclo estral de la rata dura aproximadamente entre 4 y 5 dias, es regulado
por factores como la temperatura, la luz y sustancias quimicas percibidas por

el olfato. El ciclo se divide en cuatro fases: Diestro I, Diestro II, Proestro y

Estro (Sanchez Criado, 1999).

@ Diestro I. Tiene una duracion de 10 a 14 horas. Durante este periodo se
forma el cuerpo luteo (CL) que secreta progesterona y los foliculos secretan
estradiol, ambas hormonas inhiben la secrecion de gonadotropinas. En esta
etapa la vascularizacion y la motilidad del utero disminuye, en los frotis
vaginales predominan la presencia de leucocitos y pueden observarse algunas

células cornificadas.

@ Diestro II. Tiene una duracion de 60 a 70 horas. En este periodo el CL
entra en regresion. La secrecion de estradiol por los foliculos en crecimiento
sigue aumentando y los esteroides ovaricos inhiben la secrecion basal de
gonadotropinas, que mantienen el crecimiento folicular. El frotis vaginal se
caracteriza por la presencia de leucocitos y la apariciéon de pocas células

nucleadas.

@ Proestro. Dura aproximadamente 12 horas, es una preparacion para el
siguiente estro. Durante este periodo la hembra es receptiva al macho. Los
foliculos han llegado a la etapa de foliculo preovulatorio y secretan grandes

cantidades de estradiol. Esta hormona tiene un efecto estimulante sobre las
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gonadotropinas. El utero, por la accion del estradiol, se vuelve contractil y en

el frotis vaginal se observan células epiteliales nucleadas.

@ Estro. Dura entre 9 y 15 horas, durante este periodo tiene lugar la
ovulacion. El estro se encuentra bajo la influencia de la FSH y de los
estrogenos. La secrecion de FSH en la mafiana del estro, estimula el
crecimiento folicular. El pico de LH produce la ovulacién y la luteinizacion
del foliculo postovulatorio. El utero se alarga y se hace edematoso en
preparacion para la implantacion, la mucosa vaginal prolifera y las capas
epiteliales superficiales se hacen escamosas y cornificadas en preparacion para

la copula.
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FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis comprende el crecimiento de los foliculos que pasan por
distintos estadios de desarrollo, desde el momento que surge del grupo de
foliculos formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es
ovulado o se transforma en atrésico (Thibault, 1993). En los mamiferos el
inicio de la foliculogénesis va a depender de la especie, mientras que en la

mujer es antes del nacimiento, en los roedores es posnatal (Figura 1).

Humano Meiosis

FP
(semanas) (afios) /L
; - H.:I:Il'qlh'm: 5 ff .
ira ovulacion
Foliculos Foliculos Foliculos
Primarios Secundarios Antral
Meiosis
FP
{diES:I 7
1 3 T 11 15 19 ff 35
Nacimiento ira ovulacion

Figura 1. Desarrollo folicular durante la vida fetal y neonatal en humanos y roedores. FP: foliculos

primordiales (Modificado de McGee, 2000)
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DESARROLLO FOLICULAR EN RATAS

El ovocito se desarrolla durante la vida fetal y permanece detenido en la etapa
de la meiosis I hasta que ocurre la ovulacion. Entre las 17:00 y 18:00 horas
del proestro se reanuda la meiosis I, donde se produce la reduccién en el
numero de cromososmas, pasando de 42 a 21. Durante la metafase I los
cromosomas pareados se alinean a lo largo de la placa metafasica, unidos a sus
centromeros por las fibras del uso. En la anafase I, los cromosomas se
empiezan a separar con la mitad del material cromosdmico que se pierde por
la expulsion del cuerpo polar durante la telofase I. Una vez que se expulsa el
primer cuerpo polar, se produce la ovulacion entre las 3:00 a 5:00 horas del
estro. El ovocito recién ovulado ahora es una células haploide y sélo si es
fecundado se culmina con la segunda division meidtica (Plant y Zeleznik,

2015).

Durante el desarrollo fetal tardio y el desarrollo posnatal temprano, una capa
definida de células envuelve al ovocito en una capsula uniforme del epitelio

folicular delimitado por la membrana basal (Plant y Zeleznik, 2015).

Los foliculos con una sola capa de células epiteliales aplanadas que rodean al
ovocito se denominan foliculos primordiales (Figura 2). El crecimiento
folicular comienza con la activacion de los foliculos primordiales, evento
asociado con la transformacion de las células epiteliales que rodean al ovocito
en células de la granulosa cuboidales, en este momento se ha formado el

foliculo primario (Figura 2).

Las células de la granulosa proliferan formando un epitelio folicular cuboidal

multilaminar, en esta etapa los foliculos se denominan foliculos secundarios

10
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(Figura 2). La FSH y LH favorecen la transformacion de los foliculos
secundarios a foliculos vesiculares con la formacion de multiples espacios
intracelulares llenos de liquido. Estos espacios se agrandan y se agrupan en
una sola cavidad mas grande denominada antro formando asi al foliculo

terciario (Figura 2).

Las células de la granulosa que ocupaban el centro de los foliculos
secundarios forman el cumulo o6foro. Las células de la granulosa que rodean
el ovocito forman la corona radiada. A medida que se aproxima la ovulacion
incrementa el volumen del liquido folicular. Las células del estroma que
rodean al foliculo van a constituir las células de la teca, que se puede dividir
en teca interna y teca externa. El conjunto de células de la granulosa y de la

teca interna participan en la produccion de esteroides durante el ciclo estral.

Independientemente del estado de desarrollo y diferenciacion del foliculo, el
ovocito y las células de la granulosa no reciben inervacion en forma directa ni

suministro sanguineo Plant y Zeleznik, 2015).

Muy pocos de los foliculos presentes en el ovario en el momento del
nacimiento estan destinados a ovular. Arai (1920) mostr6é que el ovario de rata
al nacimiento presenta aproximadamente unos 35,000 foliculos, este numero
comienza a disminuir y para el dia 20 de edad so6lo se registran unos 11,000
foliculos. Conforme avanza la edad del animal sigue disminuyendo el nimero
de foliculos pero a una velocidad menor. La perdida de los foliculos se
explica por la atresia que se presenta como un proceso normal durante toda la
vida de la rata (Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994; Plant y Zeleznik,
2015).

n
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Figura 2. Etapas de desarrollo folicular en mamiferos (Modificado de Edson, 2009)

OVULACION

Uno de los procesos en los que culmina el crecimiento y la diferenciacion
folicular es la ovulacion, que consiste en la salida del ovocito que ha
alcanzado el tamafio y el grado de diferenciacion adecuado (Dominguez y

col., 1999).

En respuesta al estimulo gonadotropico, en el épice del foliculo preovulatorio
se da la formacion del estigma, lo que indica que se puede dar la liberacion
del ovocito. La ruptura del foliculo se da por una reaccion inflamatoria
dependiente de histamina, por colagenasas o por la contractura folicular

inducida por prostaglandinas (Tresguerres, 2010).

Inicialmente, las células de la teca externa liberen enzimas proteoliticas que
inducen la disolucién y debilitamiento de la matriz coldgena de la pared
folicular, lo que resulta en la formacion del estigma. Simultaneamente se da
un crecimiento de vasos sanguineos al interior de la pared del foliculo y se
secretan prostaglandinas que producen la vasodilatacion (Guyton, 1997). Estos
eventos dan como resultado la trasudacién de plasma al interior del foliculo,
que contribuye a que éste se “hinche” y junto con la degeneracion del estigma,
se produce la ruptura del foliculo (Guyton, 1997) y las c€lulas de la granulosa

12
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comienzan a salir seguidas por el ovocito y el liquido folicular (Plant y

Zeleznik, 2015).

El ovocito que ha sido liberado se encuentra rodeado por las células del
cumulo progesterona y de la corona radiada. Se dirige hacia los oviductos,

donde puede o no ocurrir la fecundacion (Dominguez y col., 1999).

Tras la ruptura del foliculo, los capilares y los fibroblastos de la teca interna
proliferan y penetran la lamina basal. Las células de la granulosa
experimentan cambios morfoldgicos, que en su conjunto determinan el
proceso de luteinizacion. Las c€lulas de la granulosas y de la teca luteinizadas
son irrigadas por una red de vasos para dar lugar al cuerpo luteo (Tresguerres,

2010).

El cuerpo luteo es un oOrgano endocrino temporal con la maquinaria
bioquimica para producir esteroides, especialmente progesterona, que

caracteriza a la fase luteal (Chedrese, 2003).

Durante el ciclo estral de la rata, tres 0 mas generaciones de cuerpos luteos
puede estar presentes en el ovario, mientras que en los primates dura

aproximadamente 14 + 2 dias (Plant y Zeleznik, 2015).

Cuando se produce la fecundacidn, esta fase lutea persiste durante todo el
periodo de embarazo. La placenta podria secretar una luteotropina, que

mantiene el cuerpo luteo (Plant y Zeleznik, 2015).

El desarrollo folicular se iniciara nuevamente al final de la fase luteal, cuando
las secreciones luteales declinan y comienza la nueva descarga gonadotrofica

(Zeleznik y col., 1980).
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El desarrollo de los foliculos va aparejado con la capacidad esteroidogénica
que presentan, conforme los foliculos van madurando incrementa la
concentracion de estradiol, el cual estimula la capacidad de respuesta de la
adenohipofisis a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Cuando
se alcanza la maxima concentracién de 17 B-estradiol en sangre la hipofisis
responde con un pico preovulatorio de LH y FSH. Asociado con el incremento
gradual del 17 B-estradiol se produce una caida en las concentraciones
circulantes de FSH, debido a la retroalimentacion negativa ejercida por los
estrogenos, y probablemente por la accion de la inhibina sobre el hipotalamo y

la hipéfisis (Karsch y col., 1973 y Bassett y col., 1990).

La LH estimula la sintesis del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que
actia como segundo mensajero, por lo que es posible que el foliculo

dominante reduzca su dependencia a la FSH (Couse y col., 1997).

La LH es necesaria para el crecimiento final de los foliculos y la ovulacion,
sin esta hormona aunque existan grandes cantidades de FSH, el foliculo no es
capaz de liberar el ovocito. La LH y la FSH actiian de manera conjunta para
lograr que el foliculo crezca rapidamente antes de la ovulacion. La LH
favorece la transformacién de las células de la granulosa y de la teca en
c¢lulas secretoras de progesterona en mayor cantidad y menos estrogenos. La
tasa de secrecidon de estrogeno disminuye y se inicia la secrecion de pequenas

cantidades de progesterona.
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ATRESIA FOLICULAR

El proceso por el cual los foliculos son eliminados, se denomina atresia.
Aunque algunos foliculos primordiales y primarios experimentan la atresia,
¢sta es mas visible en los foliculos vesiculares durante cada ciclo. Este
evento se produce por apoptosis y tiene lugar en células de la granulosa y en el
ovocito. Si la atresia afecta al ovocito, éste pierde la capacidad de mantener el
control metabolico del foliculo, ademas en el foliculo disminuye el nimero de
receptores a FSH y LH, lo que ocasiona una menor aromatizacion de
androgenos a estrogenos. La atresia se puede considerar como una ventaja
evolutiva, ya que se seleccionan aquellos foliculos que contienen un ovocito
apto para ser ovulado y fecundado (Dominguez vy col., 1991; Tilly y col.,
1991; Foghi y col., 1998).

En los foliculos antrales los primeros signos reconocibles de atresia se
encuentran en las células epiteliales que recubren el limite del antro y en las
células externas de la corona radiada. En estos tipos celulares se observa la
presencia de células picnoticas, que se forman por la contraccion del ntcleo y
la condensacion de la masa de la cromatina de las células de la granulosa. En
los foliculos las células picndticas tienden a desprenderse y flotar en el licor
folicular. En la rata, también se ha observado que en un foliculo atrésico
degenera la zona pelucida seguida por la del ovocito. De manera mas tardia,
las células de la teca también pueden ir a la atresia y constituir parte de la
glandula intersticial, encargada de sintetizar androgenos (Plant y Zeleznik,

2015). (Tilly y col., 1991; Foghi y col., 1998).
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Los androgenos, la NA, interleucinas, factor de crecimiento tumoral o y la
GnRH son factores que estimulan la atresia folicular, mientras que las
gonadotropinas son consideradas como factores de supervivencia. Esto se
apoya en el hecho de que los foliculos que inician la atresia pueden ser
rescatados por la administracion de gonadotropinas. De igual modo, en ratas
inmaduras hipofisectomizadas la administracion de FSH disminuye la
apoptosis de las células de la granulosa (Braw y col., 1980; Chun y col.,

1994).
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CAMBIOS HORMONALES DURANTE EL DESARROLLO DE LA
RATA HEMBRA

En la rata, el desarrollo de los mecanismos involucrados en la reproduccion se
produce en un lapso de cinco semanas (Becu-Villalobos y col., 1990). El
desarrollo prepuberal de la rata hembra se ha clasificado en cuatro etapas, para
lo cual se consideran parametros morfoldgicos y fisioldgicos relacionados con
los distintos componentes del eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Ojeda y col.,

1980).
Neonata (0 a 7 dias de edad)

En este periodo el crecimiento folicular se inicia de forma independiente a las
gonadotropinas. Es a partir del quinto dia de vida que la FSH comienza a
estimular en el ovario la produccion de estradiol a partir de testosterona. El
control negativo de la secrecion gonadotrofica por estradiol es ineficiente
debido a la presencia en el suero de a-feto proteina que se une fuertemente a
los estrogenos tornandolos biologicamente inactivos. Al final de esta etapa se

produce la esteroidogénesis del ovario en respuesta a las gonadotropinas

(Becu-Villalobos y col., 1990).
Infantil (8 a 21dias de edad)

Se caracteriza por concentraciones muy altas de FSH en suero y por la
presencia de picos esporadicos de LH. Las altas concentraciones de FSH son
fundamentales para el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que
llegaran a ovular en la pubertad. A partir del dia 15 de vida disminuye la FSH

y los picos de LH desaparecen. La a-feto proteina disminuye hasta valores
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practicamente no detectables, lo que facilita la retroalimentacién negativa que

ejerce el estradiol sobre las gonadotropinas (Becu-Villalobos y col., 1990).
Juvenil (21 a 30 dias de edad)

La LH comienza a secretarse en forma pulsatil, incrementa sus valores basales
y la amplitud de sus pulsos, estableciéndose un ritmo de secrecidn circadiano.
En el ovario se da un aumento de receptores a LH, que junto con el patron de

secrecion de LH por la hipofisis se favorece una mayor Esteroidogénesis

(Becu-Villalobos y col., 1990).
Peripuberal (del dia 31 al inicio de la pubertad)

El establecimiento de los pulsos de secrecion de LH es responsable de
estimular al ovario para una mayor produccion de estradiol. En esta etapa se
registra en el ovario el maximo niamero de receptores para FSH y LH, lo que
se traduce en una maxima respuesta esteroidogénica. El inicio de la pubertad,
evaluado por la edad de la canalizacion de la vagina, se produce en respuesta
al aumento en la concentracion de testosterona. La alta concentracion de
esteroides estimula al hipotdlamo para que comience la descarga de la
hormona liberadora de LH (GnRH) que culmina con el pico preovulatorio de

gonadotropinas y la consecuente primera ovulacion (Becu-Villalobos y col.,

1990).

La edad en la que se produce la canalizaciébn de la vagina puede ser
influenciada por factores como la alimentacion, el fotoperiodo y la presencia o

no de un macho.

En la figura 3 se muestra el perfil hormonal que se presenta en la rata desde el

nacimiento hasta los 47 dias de edad
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Figura 3. Perfil hormonal en suero de la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH), de Ia
Luteinizante (LH) y el Estradiol (E2). Los niveles hormonales del primer E (dia de apertura
vaginal), M (primer metaestro), D (primer D) y P (siguiente Proestro). Tomado y modificado de

Dohler, 1975.
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BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides secretadas por el ovario incluyen progestagenos
(progesterona y 16a-OH progesterona), estrogenos (estradiol, estrona y
estriol) y androgenos (androstenediona y testosterona). Estos ultimos ademas
de ser liberados a la circulacion, parte se queda en el foliculo y son
transformados a estrogenos (Diaz, 2004). La sintesis de estas hormonas no es
exclusivo de las gonadas, ya que también se sintetizan en las glandulas

suprarrenales (Diaz, 2004).

La sintesis de hormonas sexuales se da a partir del colesterol, este se puede
obtener de tres maneras diferentes: el que circula en la sangre en forma de
lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del ovario por medio de la
acetilcoenzima A y el que se libera de los ésteres de colesterol almacenados en
gotas lipidicas. El colesterol, independiente de su origen se transporta después
a las membranas mitocondriales, donde comienza la biosintesis esteroidea

(Diaz, 2004).

Las células de la teca y de la granulosa tienen funciones complementarias en
la sintesis de estrogenos (Figura 4). La LH se une a sus receptores en las
células de la teca donde estimula la produccion del AMPc, que actia como
segundo mensajero y estimula las enzimas que transforma el colesterol en
testosterona. Las células de la granulosa expresan los receptores a FSH y
responden a ella incrementando la sintesis de AMPc, que activa a la
aromatasa, enzima que convierte la testosterona en estradiol. El foliculo

dominante expresa receptores a LH, que incrementa la sintesis de aromatasa y
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activa la conversion de la testosterona aportada por las células tecales, en

estradiol (Diaz, 2004).

Figura 4. Representacion esquematica de la teoria de la doble célula, doble hormona. Adenosin
monofosfato (AMPc), Proteina cinasa (PKA), Receptor de FSH (R-FSH), Receptor de LH (R-LH)
(Tomado y modificado de Diaz, 2004).
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Colesterol: el origen de las hormonas esteroideas

Las células esteroidogénicas (corteza suprarrenal, placenta, teca interna y
granulosa en el ovario; Sertoli y Leydig en el testiculo) captan el colesterol
desde las lipoproteinas plasmaticas, y lo utilizan como sustrato para la sintesis
de esteroides. Las que transportan colesterol son las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), para cuyas proteinas existen receptores de membrana en las
células del ovario. Estos receptores median la endocitosis de las LDL, que en
el interior de las células se fusionan con los lisosomas, degradan las proteinas
y desesterifican el colesterol. El colesterol libre procedente de las LDL
bloquea la sintesis de colesterol por la propia célula ovarica. El colesterol libre
es reesterificado y acumulado en gotas lipidicas en el citoplasma celular (Diaz,

2004).

La proteina transportadora, del inglés sterol carrier protein (SCP), traslada el
colesterol a través del citoesqueleto a la mitocondria, donde se inicia la

sintesis hormonal (Diaz, 2004).

El primer paso de la sintesis de las hormonas esteroideas comienza en la
membrana interna de las mitocondrias, existe un proceso de reduccion la cual
se produce por oxidaciones catalizadas por enzimas de la familia del

citocromo P450 (Diaz, 2004).
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La enzima que actiia en primer lugar es la P450scc (desmolasa), que corta la
cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, produciendo acido isocaproico y
pregnenolona (Figura 5). Esta transformacion incluye 3 enzimas: P450scc,
adrenoxina, la adrenoxinreductasa y los fosfolipidos para crear la interaccion
entre el colesterol y las enzimas. El proceso consume NADPH+H y oxigeno
molecular. El producto que se forma es la pregnenolona, precursora de las

hormonas esteroideas (Diaz, 2004).

P450scc

/ (Desmolasa)

CH3

CcO
OH CH3

Colesterol

\ CH3

OH
Pregnenolona
+

Acido isocaproico

Figura 5. Sintesis de pregnenolona (Tomado y modificado de Diaz, 2004).
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La 3B-HSD en la sintesis de progesterona

La pregnenolona puede tomar dos rutas: la 33-Hidroxiesteroidedeshidrogenasa
(3B-HSD), que la convierte en progesterona, o la 17a-hidroxilasa (P450c17),
que la convierte en 17a-hidroxi-pregnenolona (Figura 6). Tanto la 3f-HSD
como la 17a-hidroxilasa se encuentran en el reticulo endoplasmico, por lo que
la pregnenolona sale de la mitocondria. La progesterona se secreta por células
luteales, por lo que la 33-HSD es la ruta dominante en estas células; en células
de la teca interna, la ruta dominante en la sintesis de androgenos es mediante

la actividad de la 17a-hidroxilasa (Diaz, 2004).

Figura 6. Sintesis de progesterona y 17a-hidroxipregnenolona (Tomado y modificado de Diaz,

2004).
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La 17a-hidroxilacion de esteroides

La pregnenolona y progesterona son sustratos de la 17a-hidroxilasa (enzima
del reticulo endoplasmico que cataliza la formacion de andrégenos C19). Esta
enzima esta compuesta por el citocromo especifico P450c17 y por NADPH-
citocromo P450 reductasa. Este complejo comprende dos actividades
enzimaticas, primero convierte el sustrato en su forma 17a-hidroxi ya sea de
pregnenolona o de progesterona, después desprende la cadena lateral

(actividad 17,20 liasa) dejando un grupo ceto en C17 (Diaz, 2004).

La ruta de la 3B-HSD conduce a la sintesis de progesterona mientras que la
ruta de la 17a hidroxilasa conduce a la sintesis de androgenos y estrogenos.
Cuando el sustrato de la 17a-hidroxilasa es la pregnenolona, los productos que
aparecen es la 17a-hidroxipregnenolona y la dehidroepiandrosterona (DHEA),
un androgeno débil producido por el ovario y las suprarrenales. Este
androgeno requiere una transformacion por la 3B-HSD para dar lugar a la

androstendiona (Figura 7).

La 17a-hidroxiprogesterona secretada por el ovario es finalmente convertida
en androstenediona (Figura 8), precursor de androgenos y estrogenos (Diaz,

2004).
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Figura 7. Sintesis de Androstenediona (Tomado y modificado de Diaz, 2004).

Figura 8. Sintesis de Androstenediona (Tomado y modificado de Diaz, 2004).

26



Alvarado Vargas Wendy

La 17p-deshidrogenacion de androgenos

La androstendiona en convertida en testosterona por la 17B-hidroxiesteroide-

deshidrogenasa, una enzima que también convierte la estrona a estradiol

(Figura 9).

Se da una reduccion del grupo ceto en C17, paso crucial para la sintesis de

testosterona y estradiol, pero no para la de estrona (Diaz, 2004).

La 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa estda en el reticulo endoplasmico, y
cataliza la reaccion en ambos sentidos: hidroxilo C19 a ceto o contrariamente.
La testosterona es el precursor del estradiol, sale de las c¢lulas de la teca
interna donde tiene su origen y pasa a c€lulas de la granulosa en donde esta la

actividad aromatasa (Diaz, 2004).

La androstenediona que es precursor de la estrona, es mayoritariamente
convertida a testosterona en el ovario (Figura 9), y escasamente pasa a la

granulosa (Diaz, 2004).
Reacciones de aromatizacion

La aromatasa es un complejo enzimatico que contiene un citocromo P450-
CYPI9AROM, proteina que contiene un grupo hemo y cataliza reacciones de
oxidacién de esteroides y la NADPH citocromo P450 reductasa. La aromatasa
cataliza tres hidroxilaciones separadas que permiten la transformacion de

testosterona a estradiol (Figura 9) (Diaz, 2004).
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Figura 9. Sintesis de Estrona, Testosterona y Estradiol (Tomado y modificado de Diaz, 2004).
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INERVACION SIMPATICA

El ovario es inervado por neuronas del sistema nervioso periférico. El ovario
de la rata esta inervado por nervios simpaticos, sensoriales y parasimpaticos.
Las fibras simpaticas del ovario se originan del segmento de la médula espinal
T11 a la L4 y hace sinapsis en el ganglio celiaco mesentérico superior
(GCMS). Las fibras sensoriales se originan del ganglio nodoso y del ganglio
de la raiz dorsal localizado entre el segmento tordcico caudal T9-T11 y el
segmento lumbar craneal de la médula espinal L2-L4. Las fibras

parasimpaticas del ovario se originan en la médula espinal en los segmentos

S2-S84 (Dissen y Ojeda, 1999).

Las vias nerviosas simpaticas estan compuestas por neuronas que contienen
NA, neuropéptido- Y (NPY) y péptido intestinal vasoactivo (VIP). Las vias
sensoriales estan compuestas por fibras que contienen sustancia P (SP) y
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Las vias
parasimpaticas estan compuestas por somatostatina, la SP, la gastrina, el VIP y

acetilcolina (ACh) (Lawrence y Burden 1980; Klein y Burden 1988).

El ovario de la rata recibe inervacion simpatica por dos rutas: el plexo ovarico
(PO) que acompafia a la arteria ovarica e inerva principalmente a la
vasculatura, y el nervio ovéarico superior (NOS) que corre junto con el
ligamento suspensorio e inerva los vasos sanguineos, células de la glandula

intersticial y c€lulas de la teca interna (Lawrence y Burden, 1980).
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La NA que actia en el ovario proviene de tres fuentes: la secretada por
terminales nerviosas adrenérgicas, la sintetizada por las células de la granulosa

y la secretada por las cé€lulas cromafines de la médula suprarrenal (Dominguez

y col., 1991).

En el ovario, la NA participa en la regulacion del crecimiento y Ila
diferenciacion folicular y la secrecion de hormonas esteroides (Dominguez y
col., 1991; Mayerhofer y col., 1997; Aguado, 2002). En el ovario de la rata, la
concentracion de NA aumenta moderamente del dia 5-7 de vida, incrementa
abruptamente durante la etapa juvenil del dia 26-30 de vida y continua
aumentando conforme se acerca a la pubertad (Nira y col., 1984 y Ricu y col.,

2008).

Desde que los ovarios se forman son inervados por fibras nerviosas que
contienen NA y VIP los cuales estimulan la formacion de AMPc en células
ovaricas y receptores a FSH (Mayerhofer y col., 1997). La inervacion
NA¢érgica modula la respuesta de las células de la teca y de la granulosa a las

gonadotropinas (Dominguez y col., 1991; Ricu y col., 2008).

En la rata prepuber la informacion neural que transcurre por el NOS participa
en la regulacion de la secrecion de hormonas esteroides. De manera que la
seccion bilateral del nervio, resulta en la disminucion de la concentracion de
progesterona a los 30 minutos de realizada la denervacion, mientras que a los
60 minutos la que incrementa es la de testosterona (Morales-Ledesma y col.,
2012). Cuando la seccion bilateral del NOS se practica en la rata adulta la
concentracion de progesterona y estradiol disminuye desde los primeros

cuatro minutos y se mantiene asi hasta los 24 minutos (Aguado 1984).
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Animales senescentes (12 o 18 meses de edad) muestran una reduccion
progresiva de la capacidad ovulatoria, que se correlaciona con el aumento en
el contenido y concentracion de NA ovarica y con la presencia de un nimero
mayor de foliculos atrésicos. Cuando a estos animales se les eliminan las
fibras NAérgicas con la administracion de GTD (20 mg/kg de p.c), durante 8
dias y sacrificados después de la tltima inyeccion, los animales son capaces
de ovular, tienen reduccién en el numero de foliculos atrésicos y de la
concentracion y contenido de NA ovérica. Estas evidencias permitieron a los
autores sugerir que en la rata senescente, la informacion noradrenérgica
participa de manera inhibitoria en la regulacion de los eventos que conllevan

a la ovulacion (Chavez, 2007).

El grupo de Acufia (2009) mostré que en la rata senescente (12 o 14 meses de
edad) el incremento en la concentracion de NA ovarica se asocia con el

desarrollo de quistes foliculares y la desaparicion de cuerpos lateos.
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SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno endocrino-
metabodlico que afecta al 6 % de las mujeres en edad reproductiva, siendo la

principal causa de infertilidad de origen ovarico (Azziz, 2006).
DIAGNOSTICO

A lo largo del tiempo se han venido precisado los criterios para diagnosticar el

SOPQ.

@ El primero surge en 1990, y proviene de la conferencia del Instituto
Nacional de la Salud (NIH) de los EE.UU. Aqui, se establece la presencia
simultanea de hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico y anovulacion. Se
excluyen  patologias  como:  hiperplasia  suprarrenal =~ congénita,

hiperprolactinemia, sindrome de Cushing y disfuncion tiroidea (Zawadski,

1992).

@ EI segundo proviene de la conferencia organizada en Rotterdam (Criterios
de Rotterdam, 2003). Se determind que el diagnostico del SOPQ debe tener la
presencia de dos de los tres criterios: oligo o anovulacion, hiperandrogenismo
clinico y/o bioquimico, la presencia de ovarios poliquisticos y la exclusion de
enfermedades relacionadas como son: hiperplasia suprarrenal congénita,

hiperprolactinemia, sindrome de Cushing y disfuncion tiroidea.

@ EI hecho de que se deba o no incluir la presencia de ovarios poliquisticos
como criterio de diagnostico, llevo a la Sociedad del Exceso de Androgenos
(AES) a realizar una revision sistematica de los trabajos de investigacion, de

la cual se origina el criterio, que a la fecha se utiliza, para el diagndstico del
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sindrome y en el cual se establece que se requiere la presencia de
hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico acompafniado o no de anovulacion y
la presencia de quistes ovaricos. Considerando la exclusion de hiperplasia
suprarrenal congénita, hiperprolactinemia, sindrome de Cushing y disfuncién

tiroidea (Azziz, 2006).
PATOGENIA

La causa del sindrome se desconoce, sin embargo, se toman en cuenta los

siguientes aspectos:

- Resistencia a la insulina
- Desregulacion del generador de pulsos de GnRH

- Desregulacion de la actividad de la enzima P450c17

Estos factores pueden participar en la patogenia del sindrome aunque se
desconoce la interaccion exacta de estas alteraciones en el desarrollo del

sindrome (Yen, 2001).

El SOPQ se manifiesta clinicamente por hiperandrogenismo con anovulacion
cronica y aumento en la relacion LH:FSH. El hiperandrogenismo se traduce en
hirsutismo, acné y en algunos casos en alopecia dependiente de andrégenos
asociados al incremento de testosterona y androstenediona sérica. La
anovulacidn crénica se asocia con oligomenorrea y la presencia de ovarios

poliquisticos (Yen, 2001).
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A la fecha se desconoce la etiologia del SOPQ, por lo que se han planteado

algunas hipotesis que podrian explicar su origen. Entre ellas se encuentran:

( Hipdtesis neuroendocrina. En la década de los 70’s se descubrid
una serie de alteraciones funcionales en el eje hipotalamo-hipo6fisis-
ovario responsables del cuadro clinico del SOPQ. Se detecté una
secrecion 1napropiada de gonadotropinas, caracterizado por el
incremento en la frecuencia de liberacion de los pulsos de LH asociados
a concentraciones normales o reducidas de FSH. El incremento en la
LH estimula a las cé€lulas de la teca y aumenta la produccion de
androgenos, mientras que la secrecion irregular de la FSH resulta en la
hipofuncion de las células de la granulosa lo que conduce a la
interrupcidn en el desarrollo folicular y la disminucion en la produccion
de estrogenos. El mecanismo de esta alteracion estaria originado por
una disfuncion hipotaldmica, explicado por el incremento en Ila
frecuencia de los pulsos de liberacion de la GnRH. Aun no es claro si
esta alteracion se debe a alguna anormalidad intrinseca en el generador
de pulsos en el hipotdlamo o es causado por las concentraciones
relativamente bajas de P4 presentes en el sindrome (Yen, 2001).

La pulsatilidad de la GnRH esta fuertemente controlada por los
esteroides gonadales y se ha postulado una accion inhibitoria de la P4 a
nivel central, tanto hipotaldmico como hipofisario. Las mujeres con
SOPQ al padecer anovulacion por periodos prolongados, presentan
concentraciones séricas de P4 bajas y esto favorece no solo el aumento
en la actividad hipotaldmica del generador de pulsos, sino ademads, a

nivel hipofisario en el aumento en la sensibilidad del gonadotropo a la
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GnRH y como consecuencia aumento en la liberacion de LH (Yen,

2001).

( Hipotesis ovarica. Esta hipotesis se ha explicado por dos vertientes.
La primera postula que hay una alteracién en la enzima P450c17, que
tiene actividad 17a hiroxilasa y 17, 20 liasa. Esta es codificada por el
mismo gen en ovario y en adrenal. En células de la teca se observa una
alteracion en el metabolismo de androgenos debido a un aumento de
LH, que como consecuencia provoca aumento de la actividad de la
enzima P450c17 que permite el paso de pregnenolona a progesterona y
el paso de DHEA a androstendiona, que resulta en una mayor sintesis
de androgenos. El aumento en androstenediona y testosterona resulta en
atresia folicular, aparicion de hirsutismo, oligomenorrea y acné que son
tipicos del SOPQ (Dolz, 2010).

La segunda vertiente explica que el SOPQ puede originarse por la
mayor actividad de las fibras simpaticas que llegan al ovario. Esta
hipdtesis ha sido analizada mediante modelos experimentales utilizando
a la rata hembra tratada con VE que es un estrogeno de larga actividad

(Lara y col, 2000; Morales-Ledesma y col., 2010).

En la rata con SOPQ, inducido por la administracién de VE, se han reportado
cambios en la actividad catecolaminérgica del ovario, que estan dados por el
incremento en el contenido y concentracion de NA, por la capacidad del
ovario para liberar NA ante un estimulo eléctrico, y por la reduccion en el

numero de receptores B-adrenérgicos (Lara y col, 1993).

En el modelo del animal tratado con VE, incrementa en el ovario el factor de

crecimiento neural (NGF), que participa en el desarrollo ovarico, proliferacion
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y diferenciacion de células somaticas y esteroideas, junto con su receptor de
baja afinidad, el p75, la union del NGF con su receptor estimula en el GCMS
el incremento en la expresion de genes que codifican para la tiroxina
hidroxilasa (TH), la cual es la enzima limitante en la biosintesis de las
catecolaminas. Cuando la TH aumenta también incrementa la concentracion
de NA que viaja por las fibras simpaticas que llegan al ovario (Lara y col,
2000). Todos estos eventos ocurren antes de que formen quistes ovaricos, lo
cual requiere de al menos 56 dias (Brawer y col, 1986). Estas evidencias
llevaron a los autores a proponer que el SOPQ es el resultado del aumento de
la actividad del sistema simpatico que llega al ovario. En apoyo a esta
hipdtesis se mostrd que la eliminacion del principal aporte simpatico, por la
seccion bilateral del NOS, resulta en el restablecimiento de la ovulacion y del

patron del ciclo estral (Barria y col., 1993).

Sin embargo, cuando se realiza la denervacion quirtrgica del NOS, se
eliminan todos los neurotransmisores que llegan al ovario a través de esta via
(NA, VIP y NPY). Una herramienta farmacoldgica que nos permite eliminar
solo el componente NAérgico es la guanetidina (GTD), agente neurotoxico
que se acumula en las neuronas simpaticas mediante la bomba de recaptura de
las catecolaminas, y que administrado de manera crénica destruye las

neuronas simpaticas por medio de una reaccion autoinmune (Lara y col,

1990).

La GTD produce una intensa deplecion de NA en los granulos adrenérgicos.
Este farmaco es captado por el mecanismo de transporte activo de
catecolaminas en la membrana axonal. Practicamente ocupa la bomba de
catecolaminas, luego se liga a la membrana granular e ingresa al granulo

desplazando progresivamente a la NA de los depositos. Se convierte en un
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falso neurotransmisor que se libera al espacio intersindptico durante la
exocitosis. Inicialmente la GTD inhibe también la liberacion de NA
posiblemente por su accion anestésica local y estabilizadora de membranas

neuronales (Malgor-Valsencia, 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOPQ es un trastorno endocrino-metabolico que se caracteriza por
hiperandrogenismo clinico o bioquimico acompaiiado de anovulacion o
formacion de quistes foliculares. Uno de los modelos experimentales
utilizados para inducir el sindrome en la rata, es mediante la administracion de
una dosis de VE, el cual incrementa la actividad noradrenérgica del ovario. En
este modelo se ha observado que la seccion bilateral del NOS restablece las
funciones del ovario, lo cual es explicado por el decremento en la
concentracion de NA. Sin embargo, ademas de NA, el NOS aporta al ovario
péptidos como el VIP y NPY y mediante la denervacion quirurgica no es
posible discernir si los efectos son el resultado de la disminucién de la NA o
de los péptidos que recibe la gonada por este nervio. Para probar que el
restablecimiento en las funciones del ovario se debe exclusivamente a la
disminucién del tono noradrenérgico, en el presente trabajo se analiz6 si la

eliminacion de las fibras noradrenérgicas por la administracion cronica de

GTD evita el desarrollo del SOPQ.
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HIPOTESIS

Si el SOPQ es caracterizado por el aumento en la actividad de los nervios
simpaticos que llegan al ovario, dado por el incremento en la concentracion de
NA, entonces la denervacion farmacolédgica de las fibras noradrenérgicas con

GTD, restablecera las funciones ovaricas.
OBJETIVO GENERAL

Analizar en el modelo de la rata con SOPQ el papel de la NA en el desarrollo

del sindrome.
OBJETIVOS PARTICULARES

@ Analizar si en la rata tratada con VE a los 14 dias de edad se producen las

caracteristicas que definen al sindrome de ovario poliquistico.

(© Analizar el efecto de la denervacion, inducida con GTD, sobre las funciones

ovaricas.

(@ Analizar en la rata con VE, el efecto de la denervacion noradrenérgica sobre

la ovulacioén, la concentracion de hormonas esteroides y la morfologia ovarica.

39



Alvarado Vargas Wendy

MATERIALES Y METODO
Procedimientos generales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa CII-ZV recién nacidas, las cuales fueron
mantenidas en condiciones controladas de iluminacion con 14 horas de luz y
10 horas de oscuridad (luces encendidas de las 5:00 a las 19:00 horas) y
temperatura de 22 + 2 °C. En todos los casos se sigui6 lo establecido por la
Norma Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de
Experimentacion (NOM-062-Z00-1999), especificaciones técnicas para la

proteccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Los animales fueron colocados en camadas de siete individuos por caja (seis
hembras y un macho), y tuvieron libre acceso a la madre hasta los 24 dias de
edad, a partir de ese momento se les proporciond pellet purina y agua ad

libitum. Los frotis vaginales y los tratamientos farmacoldgicos se realizaron

entre las 9:00 y 11:00 horas.
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Los experimentos fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

@ Induccion del Sindrome de ovario poliquistico. Dieciocho
animales de 14 dias de edad fueron inyectados intramuscular con 2 mg
de VE disuelto en 0.1 ml de aceite de sésamo. Como grupos de
comparacion se utilizaron animales inyectados con 0.1 ml de aceite de

sésamo [Vehiculo (Vh)] o animales testigo absoluto (TA).

@ Denervacion farmacolégica con guanetidina. Diez animales de 29
dias de edad fueron inyectados intraperitoneal con 50 mg/kg de p.c. de
GTD, cinco dias por semana durante 3 semanas (del dia 29 al 49 de
vida). Como grupos de comparacion se utilizaron animales inyectados

con solucidn salina (SS) en la misma secuencia, o animales TA.
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@ Efecto de la denervacion farmacolégica con GTD en ratas tratadas
con VE. Once animales de 14 dias de edad fueron inyectados
intramuscular con 2 mg de VE, se dejé transcurrir el tiempo de vida
media del farmaco (15 dias) y a los 29 dias de edad se inicio la
administracion de GTD, cinco dias por semana durante tres semanas.
Como grupo de comparacion se utilizaron animales inyectados con el
Vh a los 14 dias de vida y a los 29 dias de edad se inici6 la
administracion con SS siguiendo el esquema de administracion de la

GTD.
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PROCEDIMIENTO DE LA AUTOPSIA

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion al cumplir los 80 dias
de edad y presentar un estro vaginal. Se colectd la sangre del tronco y se
centrifugo a 3500 rpm durante 15 minutos. El suero fue separado del boton
celular y dividido en tres alicuotas de 150 pl e inmediatamente fue
almacenado a -20°C hasta el momento de la cuantificacion de hormonas
esteroideas por ELISA. Los coeficientes de variacion intra e interespecificos
fueron para progesterona 7.52 y 8.41%, para testosterona 6.42 y 7.32% y para
estradiol de 8.5y 9.3%.

Al momento de la autopsia se extrajeron los ovarios y en los oviductos se
busco la presencia de ovocitos con la ayuda de un microscopio estereoscopico,
siguiendo la metodologia habitual de laboratorio. Los ovarios de cada grupo
experimental fueron fijados en solucion de Bouin por 24 horas, se
deshidrataron en alcohol al 70, 80 y 96% y en cloroformo, posteriormente se
incluyeron en paraplast. Después se realizaron cortes histoldgicos seriados de

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

En los cortes histoldgicos de ovario se buscd la presencia de cuerpos lteos y
de quistes foliculares. Se consideraron quistes foliculares aquellos que
tuvieron una cavidad antral alargada, una capa de células de la granulosa fina,
un namero mayor de capas de células de la teca y la ausencia del ovocito. Los
prequistes fueron aquellos que presentaron en las capas de las células de la

granulosa invaginaciones y puede observarse el ovocito.
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Calculo de la Tasa de Animales Ovulantes

El calculo de la tasa de animales ovulantes (TAO) se realizd con la siguiente

formula:

Numero de animales ovulantes

TAO = X 100

Numero de total de animales por grupo

Analisis Estadistico

Los resultados de la concentracion de hormonas esteroideas en suero fueron
analizados por la prueba de Andlisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA)
seguida por la prueba de Tukey-Kramer. Cuando se compararon dos grupos se

utiliz6 la prueba de “t” de Student.

La tasa de animales ovulantes (TAO) se analiz6 por la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher o de Ji2 para proporciones. El numero de
ovocitos liberados fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida
por la prueba de Dunn. Cuando se realizo la comparacion entre dos grupos se
utilizd la prueba de U de Mann Whitney. En todos los casos fueron
consideradas como estadisticamente significativas, aquellas diferencias cuya

probabilidad fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS
EXPERIMENTO 1
Modelo de induccion del SOPQ mediante la administracion de valerato de
estradiol en la rata hembra a los 14 dias de vida
La inyeccion de Vh a los 14 dias de edad, no modifico el patron del ciclo
estral, en comparacion al de los animales TA, mientras que los animales

inyectados con VE, mostraron un patron de ciclo estral irregular, caracterizado

por diestros y estros consecutivos (Figura 10).

v T -

D: Diestro; P: Proestro; E: Estro. La flecha s6lida indica la edad de apertura vaginal y la flecha

punteada el momento en que se reinicid la toma de frotis vaginales

Figura 10. Patron representativo del ciclo estral de los animales testigo absoluto (TA), inyectados

con aceite de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) en el dia 14 de edad y sacrificados a

los 80 dias de edad al presentar un estro vaginal.
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Los animales inyectados con VE en el dia 14 de vida, mostraron un adelanto
en la edad de apertura vaginal (18+0.0 dias de edad), en comparacion con los

animales tratados con Vh (35.9+£0.34) o testigo absoluto (36.1+0.17).

Respuesta ovulatoria

La inyeccion de Vh no modificé la tasa de animales ovulantes respecto a la

del grupo TA, mientras que ninguno de los animales inyectados con VE ovul6

(Figura 11).

& p<0.05 vs. grupo TA o Vh (Prueba de Ji?)

Figura 11. Porcentaje de animales ovulantes de ratas testigo absoluto (TA), inyectadas con aceite
de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) en el dia 14 de vida y sacrificadas a los 80 dias de

vida al presentar un estro vaginal.
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La inyeccion de Vh no modificod el nimero de ovocitos liberados respecto al
grupo TA, mientas que la inyeccion con valerato de estradiol resultd en el

bloqueo de la ovulacion (Figura 12).

& p<0.05 vs. grupo TA o Vh (Prueba de U de Mann-Whitney)

Figura 12. Media £ eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
animales testigo absoluto (TA), inyectados con aceite de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol

(VE) en el dia 14 de vida y sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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Concentracion de hormonas esteroides

La inyeccion de VE no modifico la concentracion de progesterona sérica

respecto al grupo de animales intactos o inyectados con Vh (Figura 13).

Figura 13. Media = eem de la concentracion de progesterona en el suero de animales testigo
absoluto (TA), inyectados con aceite de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) en el dia 14

de vida y sacrificado a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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En los animales inyectados con Vh, la concentracion de testosterona sérica no
se modificé respecto al grupo de animales intactos, mientras que, en los
animales tratados con VE la concentracion de testosterona fue mayor en

comparacion a su grupo TA y Vh (Figura 14).

& p<0.05 vs. grupo TA y el grupo Vh (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

Figura 14. Media = eem de la concentracion de testosterona en el suero de animales testigo
absoluto (TA), inyectados con aceite de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) en el dia 14

de vida y sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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La inyeccion con Vh o VE aumenté la concentracion de estradiol sérico
respecto al grupo de animales intactos (Figura 15).

& p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

Figura 15. Media + eem de la concentracion de estradiol en el suero de animales testigo absoluto
(TA), inyectados con aceite de sésamo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) en el dia 14 de vida y

sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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EXPERIMENTO 2

Efecto de la denervacion simpatica con GTD del dia 29 al 49 en la rata

hembra adulta

Apertura vaginal y ciclo estral

El tratamiento con GTD del dia 29 al 49 de vida, no modifico la edad de
apertura vaginal respecto al grupo con SS (36.3+0.21 vs. 36.44+0.16) ni la
ciclicidad estral (Figura 16).

D: Diestro; P: Proestro; E: Estro. La flecha so6lida indica la edad de apertura vaginal y la flecha

punteada el momento en que se reinicid la toma de frotis vaginales

Figura 16. Patron representativo del ciclo estral de los animales testigo absoluto (TA), inyectados
con solucion salina (SS) o con guanetidina (GTD) del dia 29 al 49 de vida y sacrificados a los 80

dias al presentar un estro vaginal.
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Respuesta ovulatoria

La inyeccion con GTD disminuy6 la tasa de animales ovulantes respecto a

los animales inyectados con SS o su grupo TA (Figura 17).

& p<0.05 vs. grupo TA o SS (Prueba de Ji?)

Figura 17. Porcentaje de animales ovulantes de los animales testigo absoluto (TA), inyectados con
solucion salina (SS) o con guanetidina (GTD) del dia 29-49 de vida y sacrificados a los 80 dias de

vida al presentar un estro vaginal.
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La inyeccion de GTD no modifico el nimero de ovocitos liberados respecto

al grupo de animales intactos o inyectados con SS (Figura 18)

Figura 18. Media + eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
animales testigo absoluto (TA), inyectados con solucion salina (SS) o con guanetidina (GTD) del

dia 29 al 49 de vida y sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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Concentracion de hormonas esteroides

La inyeccion de GTD no modificé la concentracion de progesterona sérica respecto al

grupo de animales intactos o inyectados con SS (Figura 19).

Figura 19. Media = eem de la concentracion de progesterona en el suero de animales testigo
absoluto (TA), inyectados con solucién salina (SS) o con guanetidina (GTD) del dia 29 al 49 de

vida y sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.

54



Alvarado Vargas Wendy

La inyeccion de SS o de GTD aumentd la concentracion de testosterona

sérica respecto al grupo de animales intactos (Figura 20).

# p< (.05 vs. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

Figura 20. Media = eem de la concentracion de testosterona en el suero de animales testigo
absoluto (TA), inyectados con solucion salina (SS) o con guanetidina (GTD) del dia 29 al 49 de

vida y sacrificados a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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La inyeccion con S.S o GTD aument6 la concentracion de estradiol sérico

respecto al grupo de animales intactos (Figura 21)

& p<0.05 vs. grupo TA (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

Figura 21. Media + eem de la concentracion de estradiol en el suero de animales testigo absoluto
(TA), inyectados con solucion salina (S.S) o con guanetidina (GTD) del dia 29 al 49 de vida y

sacrificado a los 80 dias de vida al presentar un estro vaginal.
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EXPERIMENTO 3

Efecto de la denervacion simpatica con GTD del dia 29 al 49 de vida en la
rata tratada con Vh o VE

Apertura vaginal y ciclo estral

Los animales inyectados con VE y posteriormente inyectados con SS o con
GTD mostraron adelanto en la edad de apertura vaginal, en comparacion con

los animales tratados con Vh y posteriormente inyectados con SS o con GTD
(Tabla 1).

Grupos Edad de apertura vaginal

Vh+SS 36.5+0.22
Vh+GTD 36.1+0.87

VE+SS 18+0*
VE+GTD 18+0*

* p<0.05 vs. grupo Vh+SS o Vh+GTD

Tabla 1. Media + eem de la edad de apertura vaginal de animales inyectados con Vh a los 14 dias de
vida y del dia 29 al 49 con solucion salina (Vh+SS) o guanetidina (Vh+GTD), o inyectados con VE

y con solucion salina (VE+SS) o guanetidina (VE+GTD). Sacrificados a los 80 dias al presentar un

estro vaginal.
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El grupo con VE y posteriormente inyectados con SS (VE+SS) mostraron un
patron de ciclo estral irregular, caracterizado por diestros y estros
consecutivos, mientras que en los animales inyectados con VE vy

posteriormente con GTD se restablecio el patron del ciclo estral (Figura 22).

D: Diestro; P: Proestro; E: Estro. La flecha so6lida indica la edad de apertura vaginal y la flecha
punteada el momento en que se reinicid la toma de frotis vaginales

Figura 22. Patron representativo del ciclo estral de los animales inyectados con Vh a los 14 dias de
vida y posteriormente con solucion salina (Vh+S.S) o con guanetidina (Vh+GTD), o de animales
inyectados con VE a los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina (VE+S.S) o con
guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49 de vida y sacrificados a los 80 dias al presentar un estro

vaginal.
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Respuesta ovulatoria

Los animales tratados con VE+ SS mostraron un bloqueo en la ovulacion,

mientras que los animales con VE+GTD el 90% de los animales ovularon

(Figura 23).

& p< 0.05 vs. grupo VE+GTD (Prueba de Ji?)

Figura 23. Porcentaje de animales ovulantes de los animales inyectados con Vh a los 14 dias de
vida y posteriormente con solucion salina (Vh+SS) o con guanetidina (Vh+GTD) del dia 29 al 49
de vida o animales inyectados con VE a los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina
(VEASS) o con guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49 de vida. Todos fueron sacrificados a los 80

dias al presentar un estro vaginal.
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En los animales con VE la denervacion con GTD facilité la liberacion de un
numero de ovocitos semejante al de los grupos tratados con el vehiculo

(Figura 24).

& p<0.05 vs su grupo VE+GTD (Prueba de U de Mann-Whitney)

Figura 24. Media £ eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
animales inyectados con Vh a los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina (Vh+SS) o
con guanetidina (Vh+GTD) del dia 29 al 49 de vida o animales inyectados con VE a los 14 dias de
vida y posteriormente con solucion salina (VE+SS) o con guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49

de vida y sacrificados a los 80 dias al presentar un estro vaginal.
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Concentracion de hormonas esteroides

La inyeccion con GTD en el animal tratado con Vh no modifico Ia
concentracion de progesterona sérica. Este mismo efecto se observo en el

grupo con VE y denervado con GTD (Figura 25).
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Figura 25. Media = eem en la concentracion de progesterona en suero de animales inyectados con

ng/mL

Vh a los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina (Vh+SS) o con guanetidina
(Vh+GTD) del dia 29 al 49 de vida, o de animales inyectados con VE a los 14 dias de vida y
posteriormente con solucion salina (VE+SS) o con guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49 de vida

y sacrificados a los 80 dias al presentar un estro vaginal.
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En el grupo con VE+SS increment6 la concentracion de testosterona respecto
al grupo Vh+SS, mientras que en los animales tratados con VE+GTD
disminuy6 la concentracion de testosterona sérica respecto a los animales

inyectados con VE+SS (Figura 26).

pg/mL
- &8 886 ¢
e
.

& p<0.05 vs. grupo Vh+SS; ¢ p<0.05 vs. grupo VE+SS (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-
Kramer)

Figura 26. Media = eem en la concentracion de testosterona en suero de animales inyectados con
Vh a los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina (Vh+SS) o con guanetidina
(Vh+GTD) del dia 29 al 49 de vida, o de animales inyectados con VE a los 14 dias de vida y
posteriormente con solucién salina (VE+SS) o con guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49 de vida

y sacrificados a los 80 dias al presentar un estro vaginal.
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En los animales tratados con Vh+GTD increment6 la concentracion de
estradiol sérico respecto a los animales tratados con Vh+SS, mientras que en
los animales tratados con VE+GTD disminuy6 la concentraciéon de estradiol

sérico respecto a los animales tratados con VE+SS (Figura 27).

En el grupo con VE+SS la concentracidon de estradiol sérico es mayor respecto
a la registrada en el grupo Vh+SS, mientras que en el grupo de VE+GTD la
concentracion de la hormona fue menor respecto al grupo Vh+GTD (Figura

27).
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& p< 0.05 vs. grupo Vh+S.S; ¢ p<0.05 vs. grupo VE+S.S; ® p< 0.05 vs. grupo Vh+GTD (Prueba de
ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

Figura 27. Media + eem en la concentracion de estradiol en suero de animales inyectados con Vh a
los 14 dias de vida y posteriormente con solucion salina (Vh+SS) o con guanetidina (Vh+GTD) del
dia 29 al 49 de vida o de animales inyectados con VE a los 14 dias de vida y posteriormente con
solucion salina (VE+SS) o con guanetidina (VE+GTD) del dia 29 al 49 de vida y sacrificados a los

80 dias al presentar un estro vaginal.
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Morfologia ovarica

En los cortes histoldgicos de los animales Testigo absoluto encontramos la
presencia de foliculos en diferente estadio de desarrollo, asi como la presencia

de cuerpos luteos (Figura 28).

En los ovarios del animal tratado con GTD encontramos la presencia de

foliculos en diferente estadio de desarrollo y de cuerpos luteos (Figura 28).

En los cortes de los ovarios de los animales con VE encontramos la presencia
de quistes ovaricos, caracteristico de los animales que desarrollan el SOPQ,
mientras que en los cortes de los animales con VE y posteriormente tratados
con GTD ya no se observan los quistes foliculares y se puede apreciar la

presencia de foliculos en diferentes estadios de desarrollo (Figura 28).
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F: foliculo  CL: cuerpo liiteo Q: quiste

Figura 28. Cortes histolégicos de ovarios de animales testigo absoluto, animales inyectados con
VE a los 14 dias de vida, animales inyectados con GTD del dia (29-49) de vida y animales
inyectados con valerato de estradiol y posteriormente inyectados con guanetidina (VE+GTD) del

dia 29 al 49 de vida y sacrificados a los 80 dias al presentar un estro vaginal.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el modelo del
animal con SOPQ la destruccion de las fibras NAérgicas con GTD permitio el
restablecimiento de la respuesta ovulatoria y de la secrecion de testosterona y

estradiol.

En el estudio de los mecanismos implicados en el desarrollo del SOPQ, se ha

utilizado diversos modelos experimentales (Manneras y col., 2007; Feng y

col., 2009).

El modelo que permite el desarrollo de las caracteristicas neuroendocrinas que
tipifican al sindrome es mediante la administracion de una dosis de VE (Barria
y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010; Cruz y
col., 2012 y Linares y col., 2013).

La hiperactividad de las fibras simpaticas que se produce en respuesta a la
inyeccion con VE culmina con la falta de ovulacion, tal y como ya ha sido
reportado (Barria y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010; Linares y col.,
2013; Ramirez, 2014). Los resultados del presente estudio apoyan la idea de
que los mecanismos que desencadenan el SOPQ se producen en respuesta al

aumento del tono simpatico que recibe el ovario.

En el presente estudio se observd que en la rata infantil la administracion de
una dosis de VE, el cual es un estrogeno con vida media de 15 dias, resulta en
anovulacion y la pérdida del ciclo estral. La falta de ovulacion puede ser el
resultado del hiperandrogenismo que induce el VE, tal y como ya ha sido
sugerido (Barria y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010; Linares y col.,

2013; Ramirez, 2014), otra posibilidad, es que la anovulacién sea el resultado
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de una mayor hiperactividad de los nervios simpaticos, ya que cuando se
realiza la seccion bilateral del NOS, principal aporte noradrenérgico al ovario,

se restablece la ovulacion (Barria y col., 1993).

El grupo de Cruz (2012) mostré que los efectos a la administracion de VE se
presentan durante una ventana de tiempo. La administracién del farmaco a
ratas recién nacidas, a los 7,14 6 21 dias de edad resulta en el adelanto del
inicio de la pubertad y en la interrupcion del ciclo estral, efecto que no se
produce si el farmaco se inyecta a los 30 dias de edad. En el presente estudio
se observd que al inyectar el VE a los 14 dias de edad, se produce Ila
canalizacion de la vagina cuatro dias posteriores, tal y como ya lo hemos
reportado en la rata de diez dias de edad (Morales-Ledesma vy col., 2010;
Linares y col., 2013). Algunos autores han explicado el adelanto en la
pubertad como resultado del incremento en la concentracion de estradiol
plasmatico, el cual estimula la ruptura de la membrana vaginal, y con ello el
inicio de la pubertad y la competencia reproductiva (Rosa-E-Silva y col.,

2003).

En este estudio la inyeccion con VE induce alteracion en el patron del ciclo
estral, donde se observaron periodos de diestros alternados con estros, sin
presentar un proestro tipico, efecto que ya ha sido reportado (Barria y col.,
1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). Se plantea que un factor responsable de la
irregularidad en el patron del ciclo estral es la inhibicion tonica de la secrecion
de gonadotropinas lograda por las elevadas concentraciones de estrogenos
circulantes, que se derivan de la aromatizacion periférica de los androgenos
(Barria y col., 1993). Esta idea es apoyada por el hecho de que el VE induce
aumento en la concentracion de estradiol desde la segunda hasta la octava

semana después de su administracion. Debido a que el VE desaparece de la
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circulaciéon 15 dias después de su administracion, los autores sugieren que en

el animal con SOPQ el estradiol es de origen ovarico (Brawer y col., 1978).

Otra alternativa para explicar la irregularidad en el patron del ciclo estral son
las altas concentraciones de NA que se producen en respuesta a la inyeccion
con VE, idea que se apoya por el hecho de que la disminucion de la amina por
la seccion bilateral del NOS restablece el patron del ciclo estral (Barria y col.,

1993).

Aln cuando los animales con SOPQ no ovulan, la concentraciéon de
progesterona no se modifica (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003;
Morales-Ledesma y col., 2010; Cruz y col., 2012 y Linares y col., 2013).
Resultados similares se observan cuando se realiza la destruccion selectiva de
las fibras simpaticas por la inyeccion con GTD durante tres semanas, o cuando
se inyecta el VE y se deja transcurrir la vida media del farmaco e
inmediatamente es inyectada la GTD. Tomando en conjunto estas evidencias
sugerimos que en la rata con o sin el sindrome, la inervacion simpatica no esta
participando en la regulacion de la secrecion de progesterona. Es posible que
la progesterona que cuantificamos provenga de la gldndula adrenal tal y como

se evidencia en el animal adulto (Flores y col., 2005).

Se ha observado que el incremento del tono simpéatico del ovario, inducido
por estrés por frio durante ochos semanas, resulta en el incremento de la
concentracion de testosterona (Bernuci y col., 2013). Similar a nuestro modelo
inyectado con VE, donde observamos el hiperandrogenismo caracteristico de
los animales que son tratados con el estrogeno. Esta respuesta ha sido
explicada por el incremento en la concentracion de NA ovérica que se
produce por el VE (Barria y col., 1993 y Rosa-E-Silva y col., 2003), ésta
actia en las células de la teca folicular de manera sinérgica con la LH, lo que
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se traduce en el aumento de la concentracion de androgenos (Yen, 2001; Dolz,

2010).

En las células de la granulosa de mujeres con SOPQ se incrementa la
actividad de la 5-alfa reductasa, lo que se traduce en una mayor
transformacion de la androstendiona a Sa-androstano-3,17-diona, la cual actaa
como un inhibidor competitivo de la actividad de la aromatasa, este evento
explicaria por qué en la mujer se registra una concentracion baja de estradiol
(Sanjay vy col., 1996; Magoffin 2006). A diferencia de lo que ocurre en la
mujer, en la rata con SOPQ, posiblemente la actividad de las aromatasas no se
inhiba, ya que la inyeccion del VE a los 14 dias de edad resulta en el aumento
de la concentracion de estradiol cuando el animal ha llegado a la etapa adulta,
semejante a lo que se ha reportado en estudios previos (Brawer y col., 1978;
Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010;
Cruz y col., 2012 vy Linares y col., 2013). Nuestros resultados nos hacen
pensar que el incremento en estradiol se debe a una mayor aromatizacion de
los androgenos, y descartamos que se deba a la accion permanente del VE, ya

que el farmaco tiene una vida media de 15 dias (Rosa-E-Silva y col., 2003).

El grupo de Chavez (2007) mostr6é que en la rata adulta la administracion de
GTD por ocho dias resulta en la disminucion del porcentaje de animales
ovulantes, mientras que el numero de ovocitos liberados y la ciclicidad estral
no se modifica. En el presente estudio se observo la misma respuesta cuando
la administracion de GTD se realiz6 en ratas de 29 dias de edad durante tres
semanas, confirmando que se produjo la ovulacion por la presencia de
cuerpos lateos recién formados. Ademas sugerimos que en ciclos subsecuentes
podria seguir ovulando ya que observamos foliculos en diferentes etapas de

desarrollo.
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La participacion de la inervacion simpatica en la regulacion de la secrecion de
testosterona parece depender del modelo experimental, ya que en un animal
con SOPQ la modula de manera estimulante, mientras que en la rata sin el
sindrome parece no participar, dado que observamos que la eliminacion de las
fibras NAérgicas por la inyeccion con GTD no modificéd la concentracion de

la hormona.

En la cobaya recién nacida la administracion de tres dosis por semana de
GTD, resulta en altas concentraciones séricas de estrogenos cuando los
animales son sacrificados 24 horas después de la ultima inyeccidn. Los autores
sugieren que este incremento estd dado por el aumento en el nimero de
foliculos antrales capaces de producir una mayor concentracion de estradiol
(Riboni y col., 1998). Este incremento en estradiol también lo observamos
cuando inyectamos la GTD en la rata juvenil durante tres semanas, y
sacrificamos a los animales 66 dias posteriores a la Gltima inyeccion. Si bien
en la histologia ovarica sefialamos que hay foliculos en crecimiento, se
requiere realizar un estudio mas fino en el que se cuenten todos los tipos de
foliculos y se analice si existe una correlacion entre la poblacion folicular y la

concentracion de estrégenos en plasma.

Al momento existen varias hipotesis que tratan de explicar el origen del
SOPQ. Algunos autores proponen que resulta en respuesta a la alteracion en el
patron de secrecion de la GnRH y de la LH (Yen, 2001; Dolz, 2010) y otros
que se origina por una modificacion en la actividad de los nervios que llegan
al ovario (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Lara y col., 2000; Rosa-E-
Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010).
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El desarrollo del SOPQ no solo se ha atribuido al incremento en la
concentracion de NA, también se ha postulado que puede darse en respuesta al
incremento en la concentracion de VIP. Al respecto, el grupo de Parra (2007)
mostrd que los ovarios provenientes de animales tratados con VE son capaces
de sintetizar mas VIP que un ovario sin la patologia. Por lo anterior, no se
puede concluir que el SOPQ sea el resultado exclusivo del incremento en el

tono naradrenérgico del ovario.

En este trabajo en las ratas hembras con SOPQ, inducido con VE, en las que
se eliminaron exclusivamente las fibras noradrenérgicas por la administracion
de GTD se restableci6 el patron del ciclo estral, y aproximadamente el 80% de
los animales ovularon con una cuota ovulatoria semejante a la de un animal
sin la patologia. Dado que los cortes histoldgicos de los animales con SOPQ y
denervados mostraron la presencia de foliculos y no encontramos quistes y
prequistes, podemos pensar que en los siguientes ciclos estrales los animales
seran capaces de seguir ovulando. Resultados que nos permiten sugerir que es

la NA la que tiene un papel estimulante en el desarrollo de SOPQ.

En la rata con SOPQ, la secciéon uni o bilateral del NOS normaliza la
concentracion de testosterona, respuesta que se ha atribuido a la disminucién
de la concentracion de NA en el ovario (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y
col., 2003; Morales-Ledesma vy col., 2010). Esta idea es apoyada por el
presente estudio, donde la eliminacion exclusiva de la informacion NAérgica
por la administracion de GTD normaliza la concentracion de la hormona.
Estas evidencias permiten sugerir que en el animal inyectado con VE la
inervacion NAérgica ejerce un efecto estimulante en la persistencia del

SOPQ.
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En los animales con VE y posteriormente inyectados con GTD se observa una
disminuciéon en la concentracion de estradiol, por lo que sugerimos que el
aporte noradrenérgico juega un papel estimulante en la regulacion de esta

hormona.

En este estudio se logré un buen modelo de induccidén del SOPQ, ya que
observamos hiperandrogenismo, anovulacion y en los cortes histologicos la
presencia de quistes foliculares, caracteristicas que han sido utilizadas como
criterios del sindrome en modelos animales. Dado que la eliminacion del
aporte simpatico que recibe el ovario por la administracion de GTD es capaz
de restablecer la respuesta ovulatoria y la secrecion de testosterona, apoyamos
la idea de que el SOPQ puede originarse en respuesta a la mayor actividad de

la inervacion extrinseca de naturaleza NAérgica que llega al ovario (Modelo).
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Modelo. En la rata infantil la administracion de VE a los 14 dias de edad resulta en la

hiperactividad de las fibras nerviosas en el dia 30 causada por el aumento de NA ovarica (Lara y
col., 1993). A los 80 dias de edad presentan anovulacion, hiperandrogenismo y la presencia de
quistes foliculares, caracteristicas que tipifican al SOPQ (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993;
Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma y col., 2010; Cruz y col., 2012; Linares y col., 2013).

Cuando a estos animales con VE se les administra GTD en el dia 29 de edad por 3 semanas, los
animales son capaces de ovular y de presentar la concentracion de T y E2 semejante a la de un

animal intacto.
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CONCLUSIONES

@ En el animal con SOPQ, la noradrenalina regula de manera estimulante la
secrecion de testosterona y estradiol, y no participa en la regulacion de la

secrecion de progesterona.

@ En el animal denervado con GTD, la tasa ovulatoria es regulada de manera
inhibitoria, mientras que no participa en la regulacion de la secrecion de

hormonas esteroides.

@ En el animal con SOPQ la falta de informacion NAérgica facilita la
ovulacion y normaliza la concentracion de testosterona y estradiol, mientras

que no participa en la secrecion de progesterona.

@ En el animal inyectado con VE la inervacion NAérgica ejerce un efecto

estimulante en la persistencia del SOPQ.
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