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ABREVIATURAS
SOPQ Sindrome de Ovario Poliquistico NA Noradrenalina
VIP Péptido Intestinal Vasoactivo

H-H-O Hipotalamo Hipd&fisis Ovario
NOS  Nervio Ovérico Superior
ATR Atropina

VE Valerato de Estradiol

GnRH Hormona Liberadora de las
Gonadotropinas

LH Hormona Luteinizante

FSH Hormona Foliculo Estimulante
Dl Diestro 1 6 Metaestro

Dl Diestro Il

TGF-B  Factor de Crecimiento Transformante B
AMPc  Monofosfato de Adenosina Ciclico

IL-6 Interleucina 6

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral a

EGF Factor de Crecimiento Epidermal

NGF Factor de Crecimiento Neural

IGF-1 Factor de Crecimiento Semejante a la
Insulina 1

bFGF  Factor de Crecimiento de Fibroblasto
Baésico

GDF-9 Factor de Crecimiento y Diferenciacién 9
ATP Adenosin Trifosfato
PKA Proteinas Cinasas A

StAR  Proteina de la Regulacién Esteroidogénica
Aguda

3B-HSD 3-B Hidroxiesteroide Deshidrogenasa

DHEA Dehidroepiandrosterona

NPY Neuropéptido Y
SP Sustancia P

CGRP  Péptido Relacionado con el Gen que
Codifica para la Calcitonina

ACh Acetilcolina

TH Tiroxina Hidroxilasa

SNC Sistema Nervioso Central

POA-AHA Area Predptica Hipotaldmica Anterior
ACTH Hormona Adrenocorticotrépica

SHBG  Proteina Transportadora de Hormonas
Sexuales

GCMS  Ganglio Celiaco Mesentérico Superior
DHT  Dehidrotestosterona

ChAT  Enzima Acetil-Colintransferasa

POA  Area Predptica

NPO  Nervio del Plexo Ovérico

SNP Sistema Nervioso Periférico

VAChT Transportador Vesicular de
Acetilcolina

AChE Acetil-colinesterasa

DXM Dexametasona
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RESUMEN

El ovario de ratas, primates y humanos cuenta con una distribucidn de receptores
muscarinicos por los cuales la acetilcolina (ACh) participa en la regulacién de las
funciones ovéricas. En ratas ciclicas, el bloqueo de los receptores muscarinicos en el
dia del proestro inhibe el pico preovulatorio de gonadotropinas y la ovulacién en el
dia del estro esperado.

El principal aporte de ACh al ovario es el nervio vago. Al momento se desconocen
las estructuras ovéricas que reciben inervacién vagal, sin embargo, el nervio vago
participa en la modulacidn de las funciones ovéricas, ya que en ratas sometidas a la
vagotomia izquierda, el ovario que mantiene su inervacién colinérgica intacta
presenta un mayor nimero de foliculos preovulatorios.

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOPQ) es una patologia que se encuentra
asociada con desordenes en el eje hipotdlamo-hipd&fisis-ovario (H-H-O) y que trae
como resultado un incremento en la concentracién de andrégenos, la formacién de
quistes foliculares y la falta de ovulacién. En animales con la patologia, inducida por
la inyeccién de valerato de estradiol (VE), la vagotomia unilateral o bilateral resulta
en la ovulacién del 75% de los animales y el restablecimiento de la morfologia
ovérica, caracterizada por la ausencia de quistes foliculares y la presencia de cuerpos
[Gteos recién formados, indicativos de que el animal ha ovulado.

Con el fin de analizar el papel que tiene la ACh en el mantenimiento del SOPQ, en
el presente estudio se utilizaron ratas hembras de 10 dias de edad que fueron
inyectadas via intraperitoneal con 0.1 mL de aceite de sésamo que fungié como
vehiculo (Vh) o con 2.0 mg de VE disueltos en 0.1 mL del aceite. A los 60 dias de
edad, en el dia del diestro I, las ratas fueron microinyectadas en la bursa ovérica
izquierda o derecha con 100 mg/Kg/pc de atropina (ATR), un antagonista no
selectivo de los receptores muscarinicos. En otro experimento se analizé el efecto de
la microinyeccién con ATR en ratas hembras ciclicas de 60 dias de edad, donde el
farmaco fue administrado en la bursa ovérica izquierda o derecha, en el dia del
diestro 1.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
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Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion al estro inmediato a la
cirugia. Se evalud la tasa de animales ovulantes, el nimero de ovocitos liberados, asi
como la concentracién de progesterona y testosterona en suero.

La microinyecciéon de ATR en la bursa del ovario izquierdo de ratas ciclicas en
diestro resulté en la disminucién del 59% de la tasa de animales ovulantes, mientras
que su inyeccién en el ovario derecho la disminuyé en un 75%. Sin embargo, no
hubo diferencias en el nimero de ovocitos liberados.

La concentracién de progesterona en suero aumentd cuando la microinyecciéon de
ATR se realizd en la bursa del ovario derecho, mientras que la de testosterona fue
menor cuando el bloqueo de Ach fue realizado en cualquiera de las bursas ovéricas.

La morfologia de los ovarios de las hembras tratadas con la microinyeccién de ATR
en la bursa ovdrica izquierda mostré un mayor nimero de foliculos preovulatorios
mientras que cuando el bloqueo se realizé en la bursa derecha se aprecié un mayor
numero de foliculos en crecimiento.

En el animal con SOPQ la microinyeccién de ATR en la bursa del ovario izquierdo o
derecho no restablecid la ovulacion, sin embargo, se observé una disminucién en el
peso de las gbénadas independientemente si fueron tratadas en la bursa ovérica
izquierda o derecha. La concentracién de progesterona en suero disminuyé cuando
el antagonista colinérgico fue microinyectado en cualquiera de las bursas ovéricas,
esta misma respuesta se observd en la concentracién sérica de testosterona.

La morfologia ovérica de los animales tratados con VE que fueron sometidos a la
microinyeccién de ATR en la bursa izquierda o derecha mostré la presencia de
quistes, prequistes, caracteristicas que han sido observadas en los animales que
presentan el SOPQ cuando este es inducido con VE, sin embargo la morfologia de
los ovarios contralaterales no es la tipica del animal con SOPQ, dado que en el
ovario derecho se encontraron foliculos pequefios, asi como prequistes, mientras
que el ovario izquierdo presentd foliculos grandes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el sistema colinérgico
del ovario participa en la regulacién de sus funciones, que difiere de un ovario a
otro y que depende del estado endocrino del animal.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
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INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es la endocrinopatia més frecuente en mujeres
en edad reproductiva, presentan desdérdenes endocrinos, metabdlicos, reproductivos,
sexuales y psicolégicos los cuales afectan la salud y el bienestar emocional a corto y largo

plazo (Zore y col., 2017).

El SOPQ se caracteriza por la presencia de hiperandrogenismo clinico o bioquimico
acompafiado de anovulacién o formacién de quistes foliculares, lo cual puede conllevar a
un cuadro de infertilidad. Estas anormalidades pueden ser consecuencia de una disrupcién

en el eje Hipotélamo-hip&fisis-Ovario (H-H-O) (Morales-Ledesma, 2015).

El origen del sindrome se asocia con la hiperactividad de las fibras simpéticas que llegan al
ovario por medio del nervio ovérico superior (NOS) la cual se produce antes de la

formacién de los quistes foliculares (Morales-Ledesma, 2015).

La inervacién colinérgica que recibe el ovario es proporcionada por el nervio vago. En
animales con SOPQ, la eliminacién de esta informacién restablece la esteroidogénesis
ovérica (Linares y col., 2013), lo que permite sugerir que la hiperactividad simpética no es el

Gnico factor responsable de la fisiopatologia.

En el presente estudio se decidié analizar el papel del sistema colinérgico, mediante el
bloqueo de los receptores colinérgicos del ovario por medio de una microinyeccién
intrabursal de un antagonista colinérgico no selectivo, como lo es la atropina (ATR). Para
ello, se utilizaron dos modelos animales en el dia del Diestro 1, ratas sanas ciclicas, que no
presentaban la fisiopatologia y ratas con el SOPQ, inducido por la administracién de

valerato de estradiol (VE).

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
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MARCO TEORICO

CICLO ESTRAL

Los cambios ciclicos en el comportamiento sexual y la citologia vaginal se encuentran
regulados por el eje H-H-O, donde el hipotdlamo produce la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), ésta en la hipdfisis estimula la secrecién de la hormona
luteinizante (LH) y de la hormona foliculo estimulante (FSH), las cuales en el ovario
favorecen la produccién de progesterona, testosterona y estradiol. A su vez, ambas
hormonas via mecanismos de retroalimentacién negativa o positiva (feed-back de asa corta

o asa larga) regulan este circuito (Feder, 1981; Mc Cann y Ojeda, 1992).

En las ratas, el ciclo estral tiene una duracién de 4 a 5 dias, en los cuales ocurren varios
procesos dindmicos, entre ellos cambios en las concentraciones de hormonas esteroides
secretadas por el ovario (Figura 1), que se acompafan de cambios morfoldgicos en la

citologia vaginal (Cora y col., 2015).
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Figura 1. Concentraciones plasmaéticas de la LH, FSH, estradiol y progesterona a lo largo de
dos ciclos estrales consecutivos en la rata. Las lineas verticales rosas indican el lapso de 24

horas. (Tomado y modificado de Freeman, 2006).
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Con base en la proporcién y densidad de las células presentes en la citologia vaginal (Figura
2) el ciclo estral se clasifica en: metaestro o diestro 1, diestro Il, proestro y estro (Figura 3)
(Coray col., 2015).

0u1S30¥d

D'ESTR’ 0/ <

O Leucocitos Q Células Nucleadas O Células Queratinizadas

Figura 2. Representa la proporcién de los diferentes tipos de células presentes durante las
etapas del ciclo estral en la rata. El tamafio de cada cuadrante no es proporcional con la
duracién de cada etapa. (Tomado y modificado de Byers y col., 2012).

Metaestro o Diestro | (Dl): Es la etapa més corta del ciclo, su duracién es de 6 a 8 horas y se
caracteriza por la presencia de células queratinizadas y leucocitos (Cora y col., 2015). Se
observa aumento en las concentraciones de progesterona, mientras que las de estradiol, LH

y FSH se encuentran basales (Levine, 2015).

Diestro Il (D 1l): Tiene una duracién de 48 a 72 horas, la citologia vaginal predominante
son leucocitos y células nucleadas, en ocasiones los leucocitos pueden encontrase en

cumulos. Se pueden presentar secreciones vaginales de consistencia viscosa y elastica (Cora y
col., 2015).

Las concentraciones de progesterona, LH y FSH continGan siendo basales mientras que la
concentraciéon de estradiol comienza su aumento de manera progresiva conforme el dia del

ciclo avanza (Levine, 2015).
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Proestro: Es una etapa con una duracién aproximada de 14 horas (Cora y col., 2015), se
observan predominantemente células pequefias de apariencia uniforme y con nucleo
picnético definido (Pichardo y col., 1999), se pueden apreciar de manera dispersa o

formando racimos. De manera tipica no se observan leucocitos (Cora y col., 2015).

En el proestro temprano las concentraciones de LH y FSH comienzan a incrementar. La FSH
estimula en el foliculo la proliferacién de células de la granulosa, asi como la formacién de
los receptores a LH en las células de la granulosa de foliculos preovulatorios. En la teca
interna se inicia la sintesis y secrecién de androstenediona y testosterona, hormonas que
serdn el sustrato para la sintesis de estradiol, el cual regula la maduracién folicular (Levine,

2015).

El aumento en la concentracién de estradiol trae una elevacién brusca de GnRH que se

define como el “pico de gonadotropinas” lo que resulta en:

1% La expulsion del ovocito Il por parte de los foliculos preovulatorios sanos.
% El inicio del proceso de atresia folicular en foliculos que no completaron su ciclo

vital (Feder, 1981).

Estro: Oscila entre las 24 y las 48 horas, se presentan células queratinizadas y en el estro

tardio se pueden apreciar leucocitos (Cora y col., 2015).

Las concentraciones de progesterona, estradiol y LH se encuentran basales, mientras que en
las primeras horas del estro se observa un segundo “pico” de FSH, el cual estd implicado en

la seleccién de los foliculos que van a ovular en el siguiente ciclo (Levine, 2015).

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona



UNAM - FES ZARAGOZA

.’l

PROESTRO

Figura 3. Fotomicrografias de frotis vaginales de ratas de la cepa ClI-ZV, tefiidos con
Hematoxilina Eosina (H-E) y tomadas a un aumento de 100 x. En el Metaestro o diestro |
(D 1) se observa gran cantidad de leucocitos, células nucleadas y queratinizadas en
cantidades casi proporcionales. En el diestro Il (D Il), gran cantidad de leucocitos, pocas
células queratinizadas y células nucleadas. Durante el Proestro se presentan células nucleadas
con acomodo en racimo. En el Estro, las células estdn queratinizadas y no presentan
nucleos.
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El OVARIO

El ovario realiza dos procesos fisiolégicos, la produccién de los gametos femeninos y la
secreciéon de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) y proteicas

(activina, inhibina y folistatina) (Botella, 2005).

En la rata los ovarios pesan aproximadamente 30 mg cada uno, con dimensiones
aproximadas de 4.35 x 5.5 x 1.6 mm (Navarrete, 2014). En la mujer se encuentran alojados
en la pelvis, fijados a la superficie posterior del ligamento ancho por un pliegue del
peritoneo llamado mesovario, el cual recibe el aporte nervioso, vascular y linfatico

(Tresguerres y Castillo, 2005).

La superficie del ovario transporta sustancias dentro y fuera de la cavidad peritoneal y se

auto repara después de la ovulacién (Strauss y Williams, 2014).

Aunque el tamafio de los ovarios varia entre las diferentes especies de mamiferos, su

estructura es similar, de tal forma que en el ovario se distinguen tres zonas (Figura 4):

1.-Corteza: Estd constituida por el estroma cortical que es una capa de tejido conectivo
denso y la tunica albuginea (Tresguerres y Castillo, 2005) la cual confiere proteccién al
ovario y se encuentra formada por fibroblastos y fibras de coldgeno embebidas en una
matriz extracelular, las células que se encuentran en la tunica albuginea presentan una
morfologia oval o redonda (Espey y Richards, 2005). El parénquima cortical estd formado
por los foliculos ovéricos, que estdn rodeados por haces de fibroblastos dispuestos en forma
helicoidal. En la corteza del ovario se encuentran todos los tipos de foliculos (Espey y

Richards, 2005; Tresguerres y Castillo, 2005).

2.-Médula: Esté situada a la mitad del ovario y presenta fibroblastos laxos embebidos en
una matriz rica en coldgeno, contiene fibras elésticas, vasos sanguineos, linfaticos y fibras
nerviosas. Se pueden encontrar cimulos de células intersticiales secretoras de andrégenos,
cuando se presentan en gran cantidad se denomina glandula intersticial, la cual estd

formada por células de la teca de los foliculos atrésicos (Tresguerres y Castillo, 2005).
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En esta zona podemos encontrar a los foliculos atrésicos, asi como a los cuerpos lateos

(Gougeon, 2004).

3.-Hilio: Est& constituido por un grupo de células epiteloides de la médula ovérica, tienen
una configuracién similar a los organelos y contienen en su citoplasma lipidos y reticulo
endoplasmico liso. Por el ingresan los vasos sanguineos y nervios que surgen del mesovario,

el cual es un repliegue del peritoneo (Gougeon, 2004).

Figura 4. Imdgen que muestra las partes que constituyen el ovario, asi como el desarrollo de
los foliculos (Tomado y modificado de Netter, 2003).

BURSA OVARICA

Las especies poliovulantes presentan Uteros bicorneos como una adaptacién que permite la
correcta irrigacion sanguinea de los fetos, tal es el caso de la coneja y la rata (Figura 5). En

los primates superiores monoovulantes la cavidad uterina es Gnica (Botella, 2005).
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Figura 5. Fotografia que muestra la disposicién del Gtero bicorne de rata de la cepa ClI-ZV.

En la mujer que es monoovulante, las trompas de falopio se encuentran en estrecho
contacto con la superficie del ovario y mediante las fimbrias, facilitan la recoleccién del
ovocito, sin embargo, en los roedores este proceso no se presenta por lo cual existe la
formacion de la bursa ovérica, la que es un pliegue del peritoneo que envuelve al ovario y

por la que los ovocitos son recogidos (Botella, 2005) (Figura 6).

El liquido folicular, contenido en la bursa ovérica de la rata o la coneja, pasa integro al
Gtero a diferencia de los primates, en los cuales se pierde gran parte en el peritoneo

(Botella, 2005).

Figura 6. La flecha amarilla muestra la bursa ovérica de rata de 60 dias de edad de la cepa
Cll-ZV donde se puede apreciar con detalle el oviducto, por detrds de este se encuentra
situado el ovario y la red de vasos sanguineos alrededor de la bursa ovérica.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona



UNAM - FES ZARAGOZA

La bursa se encuentra constituida por tres capas: 1) Interna: formada por un epitelio
discontinuo, el cual se encuentra orientado hacia el ovario. 2) Media: con tejido conjuntivo
el cual posee fibroblastos, células de musculo liso y vasos sanguineos, y 3) Externa:
constituida por un epitelio continuo, la cual entra en contacto con la cavidad peritoneal y
dentro de esta se encuentra el liquido bursal cuyo volumen es regulado por las células
musculares lisas. Funcionalmente la bursa permite el intercambio de sustancias entre ésta y
los vasos sanguineos ubicados dentro de ella, e impide la salida del liquido hacia el

peritoneo (Martin y col, 1981).

FOLICULOGENESIS

Los foliculos ovéricos son la unidad anatémica y funcional del ovario (Yen, 2001), y su
crecimiento es regulado por factores como las gonadotropinas, los factores de crecimiento,

neurotransmisores y por relaciones intrafoliculares (Hafez y Hafez, 2002).

En la rata el proceso de foliculogénesis da inicio 24 horas después del nacimiento. El grupo
de Malamed (1992) observé que entre las 120 y 168 horas postnacimiento, los foliculos
expresan receptores a FSH y LH, lo que indica que el inicio de la foliculogénesis es
independiente de las gonadotropinas. El desarrollo folicular estd dividido en dos etapas, la

fase folicular y la fase latea (Hall, 2014).

1) Fase folicular: En la mujer, esta fase inicia el primer dia de la menstruacién y abarca desde
el periodo de reclutamiento de los foliculos, hasta la aparicién y crecimiento del foliculo
dominante (Hall, 2014), la concentracién de LH en la fase temprana de la fase folicular (del
dia 9 al 14) hacen que el pulso de GnRH se de cada 90 a 100 minutos, a mitad del ciclo esta
frecuencia se presenta cada 60 minutos lo cual estd relacionado con el feed-back negativo
de estradiol que es secretado por los foliculos en desarrollo (Hall, 2014), estos procesos
hacen que se estimule el crecimiento de los foliculos pasando de foliculos primordiales a
primarios, antrales y preovulatorios (Yen, 2001). En la rata inicia el dia del estro (Levine,

2015).
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2) Fase lGtea: En la mujer la fase lGtea comienza inmediatamente después de la ovulacién y
se acelera de forma considerable durante la expulsiéon del ovocito desde el foliculo, el
cuerpo lateo formado involuciona después de 14 dias si no se ha producido la fecundacién.
En la rata, la fase lGtea es relativamente corta de 1-2 dias, con una escasa secrecién de

progesterona (Berne y Levy, 2001; Cora, 2015; Levine, 2015).

Foliculos Primordiales: Se encuentran localizados en la superficie de la corteza ovérica,
debajo de la tinica albuginea (Yen, 2001; Flores-Pérez y col., 2005), presentan un didmetro
aproximado de 0.05 mm (Erickson y Shimasaki, 2001), contienen un ovocito | con un
ntlcleo excéntrico (Figura 7), rodeado de células planas o pre granulosas, delimitadas por
una membrana basal. En la rata los foliculos primordiales se encuentran a razén de 1 por
ovario a las doce horas del nacimiento, a las 24 horas se pueden encontrar alrededor de
500 por ovario y 36 horas post-nacimiento los ovarios contardn con un aproximado de

1300 foliculos por ovario (Malamed y col., 1992).

Figura 7. Microfotografia que muestra el foliculo primordial, donde las células germinales
estan rodeadas de células aplanadas (Tomado y modificado www.thinglink.com).

Foliculos primarios: Se da un cambio conformacional de las células planas que rodean al
ovocito a células cibicas las cuales reciben el nombre de células de la granulosa (Levin,
2015; Flores-Pérez y col, 2005), al mismo tiempo que estas se desarrollan, se forma una
capa homogénea de caracteristicas retractiles y acidéfilas con alto contenido de
glucoproteinas y glucosaminoglucanos llamada zona peltcida, la cual separa a las células

foliculares adyacentes, ademés provee de nutrientes al ovocito.
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Los foliculos primarios tienen un didmetro de 60 a 120 um (Erickson y Shimasaki, 2001)
presentan de 2 a 8 estratos de células de la granulosa, estas células secretan estrégenos e
inhibina, y en su estrato mas externo se encuentran rodeadas por una lamina basal (Figura

8).

En la periferia de la ldmina basal, se puede observar la teca folicular, la cual estd constituida

por células del estroma (Erickson y Shimasaki, 2001).

Figura 8. Foliculo primario, las células planas periféricas adquieren una conformacién
cibica. (Tomado y modificado de www.thinglink.com).

Foliculos secundarios o antrales: Presentan de 8 a 10 capas de células de la granulosa, lo que
resulta en el incremento del didmetro folicular alcanzando en la mujer, hasta los 16 mm
(Erickson y Shimasaki, 2001). Este crecimiento es independiente de FSH o de LH; la
comunicacién entre el ovocito y las células de la granulosa inducen la liberacién de TGF-B
(Factor de crecimiento transformante 8,) el cual es el responsable del crecimiento del
foliculo al estimular la hiperplasia e hipertrofia de las células de la granulosa (Levine, 2015).
En la rata los foliculos secundarios se pueden apreciar desde el séptimo dia después del

nacimiento (lrusta, 2008).

Las células de la granulosa forman una poblacién homogénea y presentan receptores a FSH,
hormona necesaria para su posterior desarrollo, simultdneamente da comienzo la
proliferacién de otra capa de células alrededor del foliculo originadas del estroma las cuales
constituirdn la teca folicular, que se asocia a la vascularizacién del foliculo. Conforme la
vascularizacién del foliculo avanza, se comienzan a expresar los receptores a LH y con esto

la capacidad del foliculo de sintetizar hormonas esteroideas (Geva y Jaffe, 2000).
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Comienza el desarrollo de las arteriolas que posteriormente irrigardn los capilares de la
membrana basal (Strauss y Williams, 2014), la cual es una barrera especializada de la matriz
extracelular localizada entre la granulosa y las células de la teca que envuelven al foliculo

(Rodgers y Rodgers, 2000).

Bajo la influencia de LH, FSH y TGF-R, los foliculos adquieren una forma vesicular y
empiezan a formarse pequefias cavidades entre las células de la granulosa, llamadas Cuerpos
de Call-Exner, que se llenan con fluido intracelular (Figura 9). Conforme el liquido se
acumula, los espacios intracelulares se reorganizan en una cavidad en forma de media luna
constituyendo el antro folicular, que contiene liquido rico en &cido hialurénico, esteroides y
factores de crecimiento; cuya funcién es regular a las células de la granulosa alrededor del

antro (Hafez y Hafez, 2002).

Figura 9. Microfotografia de un foliculo secundario antral, donde se pueden apreciar los

cuerpos de Call-Exner (CCE)(Tomado y modificado de www.facmed.unam.mx).

Foliculo terciario o foliculo de Graff: Mediante la proliferaciéon sostenida de las células de la
granulosa hasta multiplicarse aproximadamente, unas 600 veces (Yen, 2001). En la mujer
los foliculos antes de su owvulacién alcanzan un tamafo aproximado de 2.5 cm
(Levine,2015) mientras que en la rata estos alcanzan un tamafio superior a las 500 um

(Peluso y col., 1976).
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El aumento de tamafio es debido a la acumulacién répida de liquido folicular, el cual
contiene entre otras sustancias, progesterona, la cual es necesaria en la ovulacién. La
disposicién de las células de la granulosa es uniforme excepto en la zona que forma el

cumulus oophorus, lugar donde se encuentra el ovocito (Hafez y Hafez, 2002).

La formacién constante de liquido folicular hace que el cimulo oophorus y la corona
radiada se desprendan de la base, haciendo que floten libremente en la cavidad antral,
dependiendo de una fragil unién que se encuentra ubicada en la pared del foliculo,
formando el pedinculo de fijacién constituido por células de la granulosa externa,
conforme el volumen del liquido aumenta se adelgaza esta capa de células, por lo que la
posicion (Figura 10 A) del ovocito es excéntrica (Yen, 2001; Tresguerres y Castillo, 2005;

Levine, 2015).

Figura 10. Fotomicrofotografias de un foliculo de Graff donde en A: se puede apreciar el
cumulus oophorus (CO) y el antro folicular (AF). En B se pueden apreciar con mayor detalle
las caracteristicas del cumulus oophorus, asi como el pedinculo de fijacién (P.F) (Tomado y
modificado de www.facmed.unam.mx).
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OVULACION

Una vez que el foliculo ha alcanzado el tamafio y el grado de diferenciacién adecuado, el
“pico” de LH y FSH, resulta en la activacién de una serie de eventos que culminan con la
rotura y la liberacién del ovocito secundario hacia el oviducto (Dominguez y col., 1991;
Espey y Richards, 2005). Este proceso puede tomar de 10 a 36 horas dependiendo de la

especie. Los eventos regulados por el “pico” preovulatorio de LH son:

1.- La reanudacién y culminacién de la meiosis 1, lo cual da origen al ovocito secundario que
inicia la segunda divisién meidtica hasta la metafase. El ovocito secundario es expulsado al
momento de la ovulacién y solo reanuda la segunda divisién meidtica si se lleva a cabo la

fecundacién.

2.- Incrementa la concentracién de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), inhibiendo la
proliferaciéon de las células de la granulosa, mismas que sintetizan fibrinolisina que degrada a
los desmosomas presentes en las células de la teca y de la granulosa, asi como a las fibras de
coldgeno en el foliculo (Dominguez y col., 1991; Sadnchez-Criado, 1999). Los productos de
esta lisis son los que provocan las reacciones inflamatorias en el interior del foliculo,
causando la contraccién de las fibras musculares, lo cual produce la rotura de la pared

folicular (Dominguez y col., 1991).

3.- Aumenta la concentracién de prostaglandinas que disgregan a/ cumulus oophorus y
provocan una respuesta pseudoinflamatoria. Las prostaglandinas favorecen la formacién del
estigma en la teca externa mediante la estimulaciéon de la contraccién de las células

musculares lisas (Dominguez y col., 1991).

Aunado al aumento en la concentracién de LH existen factores paracrinos (esteroides,
prostanglandinas, histaminas, activador de plasminégenos, enzimas colagenoliticas vy

contraccién ovérica) y vasculares que regulan el proceso ovulatorio (Botella, 2005).
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Después de completar el proceso de ovulacidn, la pared folicular se colapsa y hay migracién
de las células tecales al antro folicular, que junto con las células de la granulosa llenaran esta
cavidad, comenzando asi la formacién del cuerpo lGteo que sintetiza progesterona

(Dominguez y col., 1991).

ATRESIA FOLICULAR

En la mujer en el comienzo de la ovogénesis se produce una reduccién en el niamero de
ovocitos por medio de la apoptosis, por lo que al momento del nacimiento se cuenta con 2
millones de ovocitos primarios, de los cuales al comenzar la pubertad solo quedaran 400
mil, constituyendo la dotacién de &vulos potenciales para toda la vida fértil, los cuales se
ovularan a razén de uno o en algunos casos dos por mes (Botella, 2005; Berne y Levy,

2006).

La atresia es un proceso normal por el cual se eliminan del ovario todos aquellos foliculos
que por distintas razones habiendo iniciado el proceso de crecimiento y diferenciacién no
ovulan, este evento puede presentarse en cualquier estadio del desarrollo folicular, tanto en

la vida fetal, prepuberal, puberal y en la vida adulta (Greenwald y Roy, 1994).

Se pueden distinguir dos tipos de atresia folicular: 1) Tipo A: involucra a la necrosis, con
cambios en el ovocito y en la zona peldcida, las alteraciones en la zona pellcida y en las
células de la granulosa son consideradas como secundarias. 2) Tipo B: degeneracién de las
células de la granulosa sin que haya cambios en el ovocito y en la zona peldcida

(Greenwald y Roy, 1994).

En el ovario existen diversos factores que se encargan de regular este proceso. Hay factores
atretogénicos, es decir, que llevan al foliculo a la atresia, como los andrégenos, GnRH-like,
interleucina- 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), y se activan en funcién del
estadio en el cual se encuentran los foliculos (Flores-Pérez y col., 2005; Kapia y Hsueh,

1997).
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También se encuentran los factores antiatrétogenicos que rescatan a los foliculos
dependiendo del grado de atresia que presenten, entre los cuales se encuentran las
gonadotropinas, los estrégenos, factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento neural (NGF), factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-l) asi como el

factor de crecimiento de fibroblasto bésico (bFGF) (Braw y Tsafriri, 1980, Gougeon, 2004).

La muerte del ovocito, es el evento que conduce a la apoptosis de las células de la
granulosa, lo que resultard en el fenédmeno de atresia folicular, este efecto es logrado
mediante la comunicacién que existe entre el ovocito y las células de la granulosa, en el cual
participan factores como el GDF-9 (Factor de crecimiento y diferenciacién), derivado de la
TGF-B/Activina, que son producidos por el ovocito de los foliculos primarios, el cual le

permite seguir su crecimiento, pero no su desarrollo (Ojeda y Skinner, 2006).

Las alteraciones subsecuentes incluyen la pérdida de los receptores de FSH y LH en las
células de la granulosa, por lo cual se vuelve incapaz de aromatizar los andrégenos,
haciendo que estos aumenten en la periferia del foliculo, asi mismo las células de la teca
también pierden esta capacidad, pero mantienen la sintesis de progesterona y de AMPc

(Dominguez y col., 1991).

Se han dictaminado diversos criterios para establecer el grado de atresia (Figura 11) que

presentan los foliculos (Hsueh y col., 1994).

id

Atresia I: Se encuentran nucleos picnéticos en las células de la granulosa.

e

Atresia ll: El liquido folicular presenta restos celulares.

id

Atresia Ill: Fragmentacién del ovocito, hipertrofia de las células de la teca interna y

pocas células de la granulosa.
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Figura 11. Microfotografias de cortes histolégicos de rata que muestran los diferentes grados
de atresia folicular. 1.-muestra un foliculo ovérico sano. 2.- foliculo en atresia grado |
donde las células de la granulosa presentan nucleos picnéticos, la flecha sefiala indicios de
descamacion . 3.- foliculo en atresia grado 1l las flechas sefialan restos celulares en el antro
folicular .4.~ se muestra un foliculo con atresia grado lll, donde el asterisco indica la
fragmentacion del ovocito, las flechas indican la hipertrofia de las células tecales, las células
de la granulosa son poco visibles y el foliculo se encuentra colapsado. Las barras inferiores
indican una escala de 50 um ( Tomado y modificado de Irusta,2008).
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ESTEROIDOGENESIS

La funcidén reproductiva es regulada por las hormonas esteroideas sintetizadas por las
gdénadas, las adrenales, el cerebro y la placenta. Las hormonas esteroides son responsables
del desarrollo y la manutencién de los caracteres sexuales secundarios (Gémez-Chang y col.,

2012).

El colesterol es la molécula limitante en la sintesis de hormonas esteroides. Su estructura
consta de 27 atomos de carbono, los cuales forman una estructura de cuatro anillos
fusionados a los cuales se les denomina ciclopentanoperhidrofenantreno, posee una cadena
lateral formada por ocho &tomos de carbono, que estan insertos en el carbono 17 (Figura

12), lo cual hace que se clasifiquen como esteroles (Yen, 2001).

HCy

Figura 12. Muestra la estructura quimica del colesterol; formada por el
ciclopentanoperhidrofenantreno y la cadena lateral de 8 &tomos de carbonos, (Tomada y
modificada de Saavedra y col., 2012).

El proceso esteroidogénico depende de la demanda aguda o crénica (como en cerebro y
placenta) por parte del organismo. En las génadas y en las adrenales la respuesta es aguda,
por lo que la internalizacién del colesterol para su conversién en pregnenolona se lleva a

cabo en minutos (Gémez-Chang y col., 2012).

En los ovarios, tres son los tejidos capaces de llevar a cabo la esteroidogénesis. 1) Las células
de la granulosa son secretoras de estrégenos. 2) Las células de la teca y la glandula
intersticial son secretoras de testosterona y androstenediona, y 3) los cuerpos liteos

secretores de progesterona (Hu y col., 2010).
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De acuerdo a Hu y colaboradores (2010) estos tejidos pueden obtener colesterol a partir de

tres fuentes:

1. Del que se sintetiza de novo a partir del acetato.

2. Obtenido a través de proteinas de baja densidad (LDL) y de proteinas de alta
densidad (HDL), que se encuentran en el torrente sanguineo. El uso de LDL o HDL
depende de la especie, en la rata la fuente de colesterol mas utilizada es a partir de
HDL, via la activacién del receptor SR-BI (Scavenger receptor class B member 1).

3. De la hidrdlisis de esteres de colesterol que se encuentran almacenados en forma de

gotas lipidicas.

La esteroidogénesis se inicia por el estimulo de mensajeros primarios, los cuales pueden ser
de naturaleza hormonal, como lo son la FSH y LH que tienen receptores membranales en
las células de la granulosa y teca respectivamente. Estos receptores estdn formados por siete
dominios transmembranales y se acoplan a proteinas G (Gémez Chang y col., 2012; Strauss

y Williams, 2014).

Una vez que FSH y LH se unen a su receptor, desencadenan una cascada de sefializacién
(Figura 13) donde estas, como primeros mensajeros tendrédn una interaccién con los
receptores de los siete dominios trasnmembranales de las proteinas G, a partir del cual se
activa adenilato ciclasa y cataliza la formacién de AMPc intracelular a partir de adenosin
trifosfato (ATP). El AMPc actiia como un segundo mensajero y activa a las proteinas cinasa
(PKA), estas fosforilan a la proteina de regulacién esteroidogénica aguda (StAR) que
transporta el colesterol hacia la mitocondria y promueve la esteroidogénesis en el ovario

(Gémez-Chang y col., 2012).
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Mitocondria ﬁ

Figura 13. Muestra la regulaciéon de la esteroidogénesis. La activacion de receptores
acoplados a proteinas G y de la via mediada por AMPc-PKA produce la fosforilacién de la
proteina StAR o de factores de la transcripcién, donde C: colesterol, R: receptor, P: fésforo
(Tomado y modificado de Gémez-Chang y col., 2012).

Una vez que el colesterol se encuentra dentro de la mitocondria, se inicia su conversién a
pregnenolona por accién del complejo P450scc formado por una flavoproteina, una
ferrodoxina y el citocromo P450. Este complejo se localiza al interior de la membrana
mitocondrial donde cataliza tres reacciones (20a- hidroxilacion, 22 hidroxilacién y una
escision de la unién carbono-carbono 20, 22) que convierten el colesterol a pregnenolona,

la cual es limitante en la produccién de hormonas esteroideas (Hu y col, 2010).

La pregnenolona es liberada hacia el reticulo endoplédsmico en donde puede seguir dos vias.
1) Via A4, esta ruta se lleva a cabo preferentemente en el cuerpo liteo, aqui la
pregnenolona es convertida a progesterona, por accién de la enzima 38 hidroxiesteroide
deshidrogenasa (38-HSD); después por accién de la 17 a-hidroxilasa la progesterona es
convertida a 17 a-hidroxiprogesterona, esta es transformada por la 17, 20 liasa en

androstenediona, que es el precursor de los andrégenos y estrégenos (Hu y col, 2010).
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2) Via A5, se lleva a cabo preferentemente en los foliculos. En las células de la teca, la
pregnenolona es biotransformada a 17 a-hidroxipregnenolona por la enzima 17 a-
hidroxilasa, después la 17 a-hidroxipregnenolona es convertida en progesterona por accién
de la 3B-HSD y por accién de la 17, 20 liasa puede ser convertida a dehidroepiandrosterona
(DHEA). La 3B-HSD también cataliza la formacién de DHEA en androstenediona,

androstenediol (Figura 14) y testosterona (Yen, 2001).

En las células de la teca, se encuentra presente el complejo P450c17, formado por las
enzimas 17 a-hidroxilasa y 17, 20 liasa, las cuales facilitan la produccién de andrégenos
(Tresguerres, y Castillo, 2005). En las células de la granulosa se lleva a cabo la
aromatizacién de los andrégenos a estradiol mediante la accién de la enzima CYP19
aromatasa, la cual se encuentra en grandes cantidades en las células de la granulosa

(Tresguerres y Castillo, 2005).
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Torrente sanguineo
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Figura 14. Esquema que muestra la biosintesis de hormonas esteroides llevada a cabo por la
interaccién de las células de la granulosa y de la teca, donde LH: hormona luteinizante,
FSH: hormona foliculo estimulante, GTP: trifosfato de adenosina, GDP: difosfato de
guanosina, ATP: adenosin trifosfato, AMPc: monofosfato de adenosina ciclico, PKA:
proteina cinasa A, REL: reticulo endoplédsmico liso, StAR: proteina de la regulacién
esteroidogénica  aguda,  3B-HDS:  3B-hidroxiesteroide = deshidrogenasa, = DHEA:
dehidroepiandrosterona,  17B-HSD:  17B-hidroxiesteroide  deshidrogenasa, = P450scc:
citocromo P450 de escision de la cadena lateral de colesterol (Tomado y modificado de
Ayala-Martinez, 2017).

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
22



UNAM - FES ZARAGOZA

INERVACION OVARICA

La inervacién ovérica consta de un componente simpético, uno sensorial y una pequefa
proporcién de fibras parasimpéticas. El soma de las neuronas simpaticas que inerva a los
ovarios esta localizado en el cerebro o en los ntcleos espinales de los ganglios periféricos y

tiene dos vias de entrada (Dissen y Ojeda, 1999), las cuales son:

Nervio ovdrico superior (NOS): Este nervio estd asociado con el ligamento suspensorio del
ovario, por sus fibras transcurren neurotransmisores como noradrenalina (NA), péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y neuropéptido Y (NPY) (Greiner y col, 2005). Inerva la
vasculatura ovdrica, las células de la teca, la gldndula intersticial (Gerendai y col, 2000), el

Gtero y el oviducto (Dissen y Ojeda, 1999).

Nervio del plexo ovarico (NPO): Esta via corre junto con la vena y la arteria ovdrica y lleva
fibras sensoriales que contienen sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP), asi como fibras que contienen NPY y NA. Inerva la bursa, el oviducto,
los cuernos uterinos, ademds de la médula, la regién cortical del ovario y las paredes

foliculares (Dissen y Ojeda, 1999; Fernandois y col, 2014).

Inervacion parasimpatica: Las fibras nerviosas parasimpéticas tienen origen en el tronco
encefélico, en los pares craneales Ill (oculomotor), VII (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago)
asi como en la regién sacra, en el Il y lll nervio sacro. Las funciones del sistema
parasimpatico se encuentran controladas por nuicleos del hipotdlamo medial y anterior. El
nervio vago es el de distribucién méas amplia, con el 75 % de la actividad parasimpética

(Gomes, 2005).

El nervio vago estd formado por fibras de naturaleza parasimpética (Burden y Lawrence,
1977) por donde transcurren neurotransmisores como SP, CGRP, VIP, gastrina,
somatostatina y acetilcolina (Ach) (Klein y Burden, 1988). El soma de las neuronas que
inervan los ovarios proviene del ganglio nodoso, e inerva la vasculatura ovérica (Dissen y

Ojeda, 1999).
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El ovario también presenta inervacién intrinseca. Burden (1978) describieron la presencia de
células en el interior del ovario a las que denominaron células ganglionares, las cuales se

encuentran formando el plexo ganglionar.

Winterhalter (1986) describié en la mujer, un grupo de neuronas que se encontraban
formando ganglios en la médula del ovario. En los ovarios de ratas de la cepa Wistar se
observé la presencia de neuronas intrinsecas, sin embargo, en las cepas Sprague- Dawley y
Long Evans no fueron identificadas (D Albora y col, 2000), por lo que se sugiere que la
presencia de estas neuronas es dependiente de la cepa. Dees y colaboradores (1995)
reportaron que las neuronas encontradas en los ovarios de monos son inmunoreactivas a la

tirosina hidroxilasa (TH), lo que indica que son fibras de naturaleza catecolaminérgica.

REGULACION NEUROENDOCRINA DEL EJE HIPOTALAMO HIPOFISIS OVARIO

Las funciones del ovario son reguladas por el sistema endocrino y el sistema nervioso. El
componente enddécrino esta dado por el eje H-H-O (Hafez y Hafez, 2000) donde en el
hipotédlamo de la mujer existen alrededor de 1000 neuronas secretoras de GnRH, las cuales
son el medio por el cual el sistema nervioso central (SNC) controla la secrecién de las

gonadotropinas (Trujillo y col., 2015).

La GnRH es un decapéptido con una vida media de 10 minutos con un patrén de secrecién
pulsétil intrinseco (Yen, 2001) producido por un grupo de neuronas hipotaldmicas que se
originan en la placa olfatoria, donde migran hacia las &reas rostrales del diencéfalo
incluyendo el 6rgano vasculoso de la ldmina terminal, el &rea predptica hipotaldmica
anterior (POA-AHA) y los nicleos ventromedial y arcuato del hipotdlamo (Trujillo y col.,

2015).

La GnRH se libera en las terminales axdnicas de las neuronas GnRHérgicas, localizadas en la
eminencia media, hacia el sistema porta hipotaldmico hipofisario, donde se une a receptores
especificos de alta afinidad localizados en la membrana plasmética de los gonadotropos y

favorece la secrecién de LH y FSH (Trujillo y col., 2015).
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La secrecién de FSH y LH se encuentra regulada por mecanismos de retroalimentacién tanto

positivos como negativos ejercidos a nivel del eje H-H-O (Tresguerres y Castillo, 2005).

En los foliculos, la FSH estimula a las células de la granulosa para inducir la secrecién de
inhibina, la cual aumenta en la fase folicular, alcanzando su méximo junto con la LH,

evento que como consecuencia frena la produccién de FSH (Trujillo y col., 2015).

Después de culminar la ovulacién, la secrecién de inhibina alcanza concentraciones mas
altas que en la fase folicular, lo cual hace que en el ovario se suprima la sintesis de
andrégenos dependientes de gonadotropinas, sin embargo, la activina actia como
antagonista de la inhibina y en los foliculos incrementa la unién de FSH a las células de la

granulosa y el estimulo para la aromatizacién y secrecién de inhibina (Trujillo y col., 2015).

En células tecales la activina e inhibina regulan la sintesis de andrégenos, asi, inhibina
aumenta el poder estimulante de LH mientras que activina lo inhibe (Trujillo y col., 2015).
Activina suprime la produccién de progesterona en células de la granulosa e inhibe asi su
luteinizacién, ademas también incrementa la accién de FSH al inducir la formacién de los
receptores a LH en las células de la granulosa, y tiene una accién similar a la de inhibina, ya

que frena la liberacién de FSH hipofisiaria (Trujillo y col., 2015).
SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

Desde la época de Hipdcrates, Soranus y Efesus se han descrito a varias mujeres de aspecto
masculino y robusto, las cuales no menstruaban y no podian quedar embarazadas (Ciotta y
Stracquadario, 2015). En 1844 Chéreau describe la existencia de cambios escleroquisticos en
el ovario (Gasol, 2005). En 1935 Stein- Leventhal describen en siete mujeres la presencia de
amenorrea, hirsurtismo, obesidad, y la caracteristica de quistes en los ovarios, hoy en dia

esta caracterizacidn es conocida como SOPQ.

Este sindrome se presenta en mujeres en edad reproductiva y debido a lo complejo de su
fisiopatologia se han realizado diversos consensos con el fin de definir su diagnéstico. Para
1990, el primer intento por consolidar una definicién clinica del sindrome fue hecha por el

Instituto Nacional de la Salud (NIH), donde por principio define al SOPQ como la presencia
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simultdnea de hiperandrogenismo (clinico o bioquimico) y disfuncién menstrual, asi como la
exclusion de otras causas de hiperandrogenismo como las disfunciones tiroideas, la
hiperplasia adrenal congénita, la hiperprolactinemia, tumores secretores de andrégenos vy el

Sindrome de Cushing (Gasol, 2005; Lujan y col., 2006; Bremer, 2010).

El siguiente consenso fue en Rotterdam en el afio 2003, donde se establece que se requiere
la presencia de dos de los siguientes tres criterios: 1) hiperandrogenismo clinico o
bioquimico, 2) disfuncién ovulatoria (oligo o anovulacién) y 3) evidencia ultrosonogréfica
de ovarios poliquisticos (Gasol, 2005; Bremer, 2010) generando controversia porque
permite diagnosticarlo en usencia del exceso de andrégenos o de las irregularidades

menstruales (Lujan y col., 2006).

La Sociedad del exceso de andrégenos y Sindrome de ovario poliquistico (AES-PCOS) en el
2009 propone un nuevo esquema para la caracterizacién del sindrome donde se establece
como factor principal el hiperandrogenismo clinico o bioquimico, el cual ahora puede estar
acompafado de oligomenorrea u ovarios poliquisticos (Azziz y col., 2009; Lujan y col.,

2006).

Es muy dificil establecer la prevalencia del SOPQ ya que depende mucho de los criterios
utilizados, si se toman en cuenta los criterios del 2003 se tendria un ndmero mayor de
mujeres diagnosticadas con el SOPQ (Gasol, 2005). El criterio hoy en dia utilizado es el
dictaminado por la AES-PCOS, donde de acuerdo a esto la incidencia en diferentes
poblaciones se encuentra entre el 3 y 7% de mujeres en edad reproductiva, de la cuales del
60 al 80 % presenta el hiperandrogenismo, mientras que para México la prevalencia se

estima en un 6% (Moran, 1994; Azziz, 2009; Morén, 2010).

El sindrome es una fisiopatologia multifactorial y poligenética (Figura 15), con una
heredabilidad aproximada del 70%, ya que el 35% de las madres y el 40% de las

hermanas que presentan SOPQ lo heredaran a sus hijas (Ciotta y Stracquadanio, 2015).
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Estudios recientes, han demostrado que existe una mayor prevalencia en mujeres
homosexuales que en heterosexuales, lo cual podria sugerir que el hiperandrogenismo de

estas pacientes podria determinar su orientacién sexual (Agrawal y col, 2004).
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Figura 15. Esquema que muestra el cardcter multifactorial y genético del SOPQ (Tomado vy
modificado de Gasol, 2015).

HIPOTESIS SOBRE EL ORIGEN DEL SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

A pesar de que se han descrito los criterios de diagndéstico que caracteriza al SOPQ y que se
han aplicado diversas técnicas terapéuticas para su tratamiento, hasta el momento se

desconoce su etiologia.
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Diversos autores han planteado distintas hip&tesis para poder explicar su origen, dentro de

las cuales las més aceptadas son las siguientes:

Disfuncién Neuroenddcrina: En esta hipdtesis se plantea el aumento en los pulsos de
secrecién de GnRH, lo que favorece el incremento en la secrecién de LH, que resulta en la
estimulacién de la secrecién de andrégenos por las células tecales del ovario, llevando a una
condicién de hiperandrogenismo. Por otro lado, la concentracién de FSH no se modifica o
tiende a disminuir (Yen y col, 1970; Morales y col., 1996; Gasol, 2005; Matalliotakis y col.,
2006).

Insulinoresistencia: En las mujeres que presentan el SOPQ, se da una resistencia a la insulina,
mecanismo que es Unico en el sindrome ya que es independiente de la intolerancia a la
glucosa, asi como de las concentraciones de insulina presentes en el organismo y de la
cantidad de la grasa corporal (pardmetros que si estdn reportados en los desdrdenes

metabdlicos) (Dunaif y col, 1995).

El origen de esta insulinoresistencia no se encuentra en un defecto congénito del receptor de
la insulina, si no en un evento post-receptor, lo que conlleva a una fosforilacién de la
serina, que resulta en la disminucién en la actividad de la tirosina cinasa, por lo tanto, la
seflal de la insulina no es reconocida por los érganos diana y la glucosa no puede ser

internalizada (Dunaif y col, 1995).

En el ovario la insulina actia por diferentes vias 1) actia de manera sinérgica con la LH, 2)
estimula a su receptor en las células tecales y del estroma ovérico, 3) incrementa la sintesis
del Factor de Crecimiento semejante a la insulina | (IGF-1) 4) utilizan receptores hibridos
IGF-1. La insulina induce incremento en la sintesis ovérica de andrégenos, ya que aumenta
la actividad de la enzima P450 170, que incrementa la accién de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) en la adrenal, produciendo la sintesis elevada de andrégenos
por la zona reticular. Por otra parte, esta insulinoresistencia bloquea la sintesis hepética de
la proteina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) y ello incrementa la concentracién

de andrdgenos libres (Caro y col, 2002).
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Ovirica: Se postula que incrementan las concentraciones de andrégenos en respuesta a la
mayor actividad del complejo enzimatico P450scc, asi como de la enzima 3B-HSD en las
células tecales, las cuales estdn hipertrofiadas. Aumenta el ndmero de foliculos primarios
mientras que los primordiales se encuentran en poca cantidad y se observa incremento en la
tasa de atresia folicular (Salehi y col., 2004, Matalliotakis y col., 2006, Dumesic y col.,
2007; Bremer, 2010).

Inervacién: En roedores la induccién del SOPQ por la inyeccién de valerato de estradiol
(VE), un estrégeno de larga actividad, incrementa en el ovario la expresién del Factor de
Crecimiento Neural (NGF) y su receptor de baja afinidad p-75 (Sotomayor- Zarate y col.,
2008), este receptor al unirse al NGF en la terminal simpética del NOS produce una
casacada de sefalizacion que al llegar al ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS),
provoca un aumento en la actividad de la TH, enzima limitante en la sintesis de
catecolaminas, lo que resulta en el incremento en la concentracién de NA, la cual viaja por

el NOS hacia el ovario (Lara y col., 2000).

Las estructuras productoras de andrégenos en el ovario (las células dela teca y la glandula
intersticial) se encuentran inervadas por el NOS, por el cual transcuerren altas
concentraciones de NA (6 veces la concentracion normal). La NA tiene efecto mitogénico
que culminard con una sobreproduccién de andrégenos (Seya y col., 2006; Li y col., 2007)
y la consecuente formacién de quistes foliculares y anovulacién (Barria y col., 1993; Lara y

col., 1993; Paredes y col., 1998).

Stener Victorin y colaboradores (2000, 2003), mostraron que en ratas con SOPQ (inducido
con VE) la electroacupuntura de baja frecuencia (2 hertz) disminuye la expresién del NGF y
restablece la morfologia ovérica, donde se observan cuerpos lateos, indicativos de nuevas
ovulaciones. Mannerés y colaboradores (2009) mostraron que en ratas con SOPQ inducido
con dihidrotestosterona (DHT) y sometidas a sesiones de electroacupuntura de baja
frecuencia (2 hertz), reduce la expresién de los genes que codifican para el NGF lo que se

traduce en una morfologia ovarica normal y recuperaciéon de la ovulacién.
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Estas evidencias indican que la hiperactividad de las fibras simpéticas son participes en el

desarrollo del SOPQ.

En ratas con el SOPQ la disminucién del tono simpético por la seccién bilateral del NOS
restablece la ovulacién, mientras que la seccién unilateral lo hace solo en el ovario
inervado. Evidencias que permiten sugerir que el sindrome no sélo es el resultado de un
mayor actividad de las fibras simpéticas (Morales- Ledesma y col., 2010). Por otro lado, la
vagotomia unilateral o bilateral restablece la ovulacién en ambos ovarios (Linares y col.,

2013).

MODELOS DE INDUCCION DEL SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

Con el fin de entender la fisiopatologia de SOPQ se han utilizado diversos modelos
animales, entre los que que se incluyen roedores, ovejas y primates. Sin embargo, los
roedores ofrecen una alternativa efectiva debido a su constante reproduccién y a su corto
ciclo de vida, ademés permiten la posibilidad de controlar los factores ambientales en los

que permanecen (Franks, 2009).

La capacidad reproductiva de los roedores es similar a la de la mujer, en cuanto a los
procesos que involucran al eje H-H-O y aquellos que regulan el desarrollo de los foliculos y

la ovulacién (Walters y col, 2012).

Dentro de los modelos hormonales que se utilizan para inducir el SOPQ se tiene la
exposicion a diferentes andrégenos como la testosterona, la androstenediona, la
dihidrotestosterona, dehidroepiandrosterona y los tratamientos con propionato de
testosterona (Walters y col, 2012), sin embargo, estos modelos provocan alteraciones
metabdlicas mas que reproductivas. Los estrégenos utilizados como inductores del SOPQ
son el benzoato de estradiol y el VE. También se han usado para inducir el sindrome

inhibidores de las aromatasas o las antiprogestinas (Walters y col, 2012).
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Por otro lado, los cambios en la etologia de los roedores tambien pueden ser utilizados
como modelos de induccién del SOPQ y entre ellos se encuentran el cambio en el
fotoperiodo (Walters vy col, 2012), el estrés por frio o por restriccién de movimiento

(Paredes y col, 1998).

Cada uno de los modelos presenta ventajas y desventajas, sin embargo ninguno ofrece un
panorama clinico idéntico al que presenta una mujer con la patologia. De todos los
modelos utilizados, el que mejor reproduce las caracteristicas observadas en mujeres con
SOPQ, es la inyeccion de VE que en roedores resulta en el desarrollo de
hiperandrogenismo, incremento de LH, alteraciones del ciclo estral y presencia de quistes

foliculares en los ovarios (Walters y col, 2012).

VALERATO DE ESTRADIOL

La salud reproductiva de los animales se puede ver comprometida en su estadio adulto por
diferentes factores ambientales (como el estrés, los cambios en la exposicién a los periodos
de luz/obscuridad) los cuales se pueden activar en diferentes estadios del desarrollo animal,
cambios que estdn regulados por el eje H-H-O. La exposicién de estrégenos ocasiona
desajustes en la funcién enddcrina, lo que conlleva a una disminucién en la fertilidad en los

animales (Davies y Norman, 2002).

La inyeccién de una dosis de 2mg de VE, incrementa en el ovario la expresion del NGF y su
receptor de baja afinidad p-75 (Lara y col., 2000; Sotomayor-Zarate y col., 2008) lo que
ocasiona perdida de la ciclicidad estral, cornificacion vaginal persistente, cambios en la
morfologia de los ovarios haciendolos més pequefios, sin presencia de cuerpos lGteos
nuevos, ademés de encontrarse una poblacién reducida de foliculos secundarios también se
encuentra la presencia de quistes foliculares, en los cuales se distingue un adelgazamiento de
las capas de células de la granulosa y un engrosamiento en las células de la teca (Brawer y

col., 1986).
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SINTESIS Y LIBERACION DE ACETILCOLINA

La ACh fue el primer neurotransmisor caracterizado en el sistema nervioso de los
mamiferos. Este neurotransmisor participa en la regulacién de las funciones de activacién
cortical, el paso de suefio a vigilia y en los procesos de memoria y asociacién. En el cerebro
de los mamiferos, el efecto méas importante de la ACh es una reduccién de la permeabilidad
del K+ de tal forma que las neuronas son mas suceptibles a las influencias excitatorias (Flores

y Segura, 2005).

Sintesis: La sintesis implica la unién de la colina (Figura 16) con la acetilcoenzima A, en una
reaccién que es catalizada por la accion de la enzima acetil-colintransferasa (ChAT), esta
enzima se encuentra fijada laxamente a las vesiculas sindpticas y en presencia de sales en
concentraciones fisiolégicas, la mayor parte de la enzima se solubiliza y permanece en el
citoplasma. Esta enzima es sintetizada en el soma de las neuronas colinérgicas y migra a las

terminaciones nerviosas por transporte axonal anterégrado (Rothlin, 2003).

La colina, es proveniente de fuentes exdgenas, su produccidén proviene de la captacién
presindptica, obtenida de la propia hidrdlisis del transmisor y una fuente menor es la que se
obtiene a través de los fosfolipidos, en concreto de la fosfatidilcolina. Esta colina sera
incorporada a los botones terminales presindpticos, por un sistema de transporte de sodio-
ATP. En la recaptura del neurotransmisor también es liberada colina ,que serd usada de
nuevo para la sintesis de ACh, por lo que la recaptura de colina se considera que es el paso

limitante en la sintesis de ACh (Rothlin, 2003; Goodman y Gilman, 2012).
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Figura 16. Muestra la sintesis de la ACh a partir de colina (Tomado y modificado de Flores

y Segura, 2005).
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Almacenamiento: La ACh se almacena en las vesiculas sindpticas de las terminales nerviosas
que contienen proteinas acidicas (vesiculina) y ATP, aunque también se encuentra

laxamente unida en la cara externa de la vesicula (Rothlin, 2003).

Liberacién: En las terminales colinérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el citoplasma
(Figura 17), de donde puede ser liberado directamente en la hendidura sinéptica, o bien ser
transportada al interior de las vesiculas sindpticas para ser liberada por exocitosis. En este
proceso la ACh contenida en las vesiculas es liberada al exterior al fusionarese con la
membrana de la terminal presindptica. Esto permite la induccién de cambios bioquimicos y
eléctricos en la célula postsindptica, que dependen del tipo de receptor y de la forma en la

que este se encuentre sincronizado con los sistemas de transduccién (Flores y Segura, 2005)
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de colina Acetilcolinesterasa < sinaptica
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ReceptorMuscarinico ‘ . \
4 Receptor Nicoltinico
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Figura 17. Esquema que representa la sinapsis colinérgica (Tomado y modificado de Flores

y Segura, 2005).
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RECEPTORES A ACETILCOLINA

Los efectos de la ACh son mediados por dos tipos de receptores 1) nicotinicos que permiten
la apertura de canales i6nicos 2) musacarinicos que se encuentran acoplados a proteinas G

(Flores y Segura, 2005).

Los receptores nicotinicos son sensibles a la activacién por nicotina y su actividad es
inducida en microsegundos, poseen un sitio de unién para el neurotransmisor y transmiten

la sefial hacia el interior de la célula. Estos receptores pueden dividirse en dos grupos:

1) Neuromusculares o Periféricos: Estos se encuentran constituidos por dos subunidades
al, una Bl y una subunidad &, donde los sitios de unién a la acetilcolina se
encuentran en la subunidad @, la cual contiene residuos de cisteina préximos entre si

y son necesarios para el reconocimiento del agonista.

2) Neurales o Centrales: Se encuentran constituidos solamente por subunidades a y f,
las subunidades neurales més abundantes son la a2, B2 y a7, donde el subtipo de
receptor heteromérico a4p2 comprende més del 90% de todos los receptores

neurales nicotinicos (Picciotto y col., 2001).

En los receptores nicotinicos las cinco subunidaes forman un poro, el cual al unirse con la
ACh provoca la apertura del canal, permitiendo asi la entrada de Na+* y K+, a favor del
gradiente de concentracién, trayendo como resultado la despolarizacién de la membrana

(Albuquerque y col, 2009),

Los receptores muscarinicos estdn presentes en diversos érganos (Figura 18) y tejidos
periféricos, asi como dentro del SNC, en el cerebro estos receptores tienen una localizacién

somatodendritica (Flores y Segura,2005).

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, con
siete  dominios transmembranales (Figura 19) con los extremos amino y carboxilo
terminales, dentro y fuera de la neurona respectivamente, se subdividen en cinco tipos (M1-

MS5) y la mayor parte de las células poseen al menos dos de los subtipos de receptores.
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Numero de aminoacidos y porcentaje de identidad con la secuencia en humanos vy rata,
asi como la distribucién de las subunidades del receptor ACh de tipo muscarinco.

Especie M1 M2 M3 M4 M5
Humano 460 466 590 479 532
Rata 458 (99%) 466 (95%) 589 (92%) 478 (95%) 531 (89%)
Distribucién Corteza Cerebro, Hipocampe, Encéfalo, Cuerpo

cerebral, Tronco del Corteza Tubérculo Estriado,
Ganglios encéfalo, cerebral, Olfativo, Hipocampo
basales, Hipocampo, Estriado y Corteza y Corteza
Tubéreulo Tubéreculo Estructuras Cerebral e Cerebral
Olfativo, Olfativo, Taldmicas Hipocampo
Cerebro Cerebro y Pulmén
medio e medio,
Hipocampe Hipocampo,
Corazén y
Musculo
Liso

Figura 18. Muestra las proporciones de los diferentes tipos de receptores muscarinicos, asi
como su distribucién y semejanza en el humano y la rata (Tomado y modificado de Flores
y Segura, 2005).

Medio extracelular

Medio intracelular

Figura 19. Esquema que muestra la conformacién de un receptor muscarinico y sus siete

dominios transmembranales (Tomado y modificado de www.igb.es).
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En la mujer y la rata las células de la granulosa sintetizan ACh, ademads los foliculos con
cierto grado de apoptosis también presentan ACh. Los receptores muscarinicos que se han
encontrado en la mujer y en la rata corresponden a los subtipos M1, M3 y M5, los cuales
estas ligados a la activacién de la fosfolipasa C y de la proteina C cinasa por medio de
canales de Ca 2t que se libera desde el espacio intracelular. El receptor M3 se localiza en los
ovocitos, mientras que el M1 y el M5 se encuentra en las células de la granulosa, que

conforman a los cuerpos lGteos (Mayerhofer y Fritz, 2002).

ATROPINA

La atropina es un antagonista no especifico de los receptores muscarinicos, carece de
selectividad por alguno de los diferentes subtipos de receptores. Su funcién es inhibir los
efectos de la ACh al bloquear su unién con los receptores muscarinicos que se encuentran
en las células efectoras, en las uniones neuroefectoras parasimpéaticas, ganglios periféricos y
en el SNC. La atropina tiene una baja afinidad por los receptores nicotinicos, por lo que sus

efectos son minimos (GCoodman y Gilman,2012).

Los agonistas muscarinicos naturales son alcaloides de la belladona (So/anaceae), aunque
también se puede encontrar en Datura stramonium. Atropina fue aislada por primera vez en
1831 en forma pura por Mein, haciendo énfasis que los efectos de esta consistian en un
bloqueo de la estimulacién vagal hacia el musculo cardiaco y aflos después se descubrié que
inhibian la secrecién salival producida por la estimulacién del timpano (Goodman vy

Gilman,2012).

Quimicamente la atropina es una combinacién de un éster, un acido aromético (&cido
trépico) y bases orgénicas complejas (tropina) (Figura 20), su accién antimuscarinica se debe
a la interaccién entre el acido trépico y la tropina, asi como con el grupo hidroxilo que le

confiere parte de esta actividad.

Compite con la ACh por un sitio de fijacién comudn en el receptor muscarinico, su efecto
puede ser inhibido si se encuentra una concentracién suficiente de ACh (Goodman vy

Gilman, 2012).
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Al ser una amina terciaria liposoluble, es capaz de atravesar la barrera hematocefélica,
cuenta con una vida media de 2.3 horas, con una unién a las proteinas del 50% y tasa de
excrecion del 18%. La atropina tiene una vida media de 2.5 a 3 horas, cuando es
administrada por via subcutédnea o intramuscular los efectos pueden verse reflejados entre
los 45 y 60 minutos, mientras que si se administra por via intravenosa éstos son mas rapidos

(Stoelting, 1991).

La atropina ejerce un bloqueo parcial o total de la motilidad ovérica por mecanismos que
ain no han sido comprendidos, pero que apuntan a que la contraccién y retraccién en las
fibras musculares que rodean al ovario, son indispensables para completar el proceso de

ovulacién (Villalobos y Zurich, 1979).

O CHoOH
O—C—CH

ATROPIMN.A

Figura 20. Férmula quimica de la atropina (Tomada y modificada de Goodman y Gilman,

2012).
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SISTEMA COLINERGICO EN LA REPRODUCCION

La ovulacién en la rata ciclica comienza en el dia del proestro, donde la secrecién de GnRH
secretada por las neuronas del area predptica (POA) del hipotédlamo, desencadenan el pico
de LH. Varios son los factores involucrados en la secrecion de GnRH entre ellos los
mecanismos de retroalimentacién positivos y negativos, asi como los mecanismos neurales y

los estimulos ambientales (Yaakov-Egozi y col., 1986).

Everett y colaboradores (1949), demostrd que la liberacién de las gonadotropinas necesarias
para la ovulacién de la rata en el dia del proestro, se encuentra ligado al sistema
colinérgico, dado que en ratas adultas una inyeccién de sulfato de atropina en la tarde del

proestro, bloquea la ovulacién de los animales en el estro esperado.

Los receptores muscarinicos que se encuentran en POA-AHA, regulan de manera asimétrica
la secrecion de GnRH y la ovulacién, ya que en el dia del estro el implante de atropina en
POA-AHA derecha bloquea la ovulacién, mientras que en el dia del diestro 2 el bloqueo se
produce si el implante es colocado en el lado izquierdo (Cruz y col., 1989; Cruz y col.,

1992).

En ratas adultas en DI una dosis de 100 mg/kg/pc de atropina inyectada de manera
subcutédnea bloquea la ovulacidén en el 100% de los animales, mientras que en el dia del
diestro Il una dosis de 300 mg/kg/pc bloquea la ovulacién en el 75% de los animales, con
lo cual los autores sugieren una relacidon entre la secrecién de gonadotropinas durante el

ciclo estral y el sistema colinérgico (Dominguez y col., 1982).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La GnRH sintetizada por el hipotdlamo regula la liberacién de gonadrotropinas hipofisarias.
La neurona GnRHérgica es regulada por varios sistemas de neurotransmision, entre ellos el

sistema colinérgico.

El ovario de la rata, de primate o de humano no presenta fibras nerviosas inmunoreactivas
para ChAT, sin embargo en células de la granulosa de rata y humano esta presente el
transportados vesicular de ACh (VAChT), lo que indica que en este érgano, ACh tiene un

origen no neural.

En el ovario ACh ejerce sus efectos mediante tres tipos de receptores muscarinicos, el M3
que esta presente en el ovocito, y los receptors M1 y M5 presentes en las células de la

granulosa.

El aporte de ACh al ovario ha sido atribuido al nervio vago. Hasta el dia de hoy se
desconocen las estructuras ovéricas que reciben inervacién directa de este nervio, sin
embargo, hay evidencias que en el animal ciclico, la informacién neural que transporta el

nervio vago participa en la regulacién de las funciones ovéricas.

En el modelo de la rata con SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, la seccién uni o
bilateral del nervio vago restablece la respuesta ovulatoria, resultados que llevan a sugerir

que la ACh esta implicada en el establecimiento del sindrome.

Con base en los antecedentes mencionados, en el presente estudio se analizd en la rata
ciclica y el la rata con SOPQ inducido por la inyeccién de VE, el papel de la ACh sobre la
regulacion de la ovulacién, el desarrollo de los foliculos y la capacidad esteroidogénica del

ovario.
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HIPOTESIS

Si la informacién colinérgica de los ovarios estimula la respuesta ovulatoria en animales
ciclicos 'y en el establecimiento del SOPQ, entonces el bloqueo de los receptores
muscarinios del ovario disminuird la ovulacién en el animal ciclico y restablecerd las

funciones ovéricas en el animal con SOPQ.

OBJETIVO GENERAL

Analizar en el animal ciclico o con el SOPQ, el efecto del bloqueo de los receptores
muscarinicos por la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario, sobre la funcién

ovdrica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar en el modelo del animal ciclico los efectos del bloqueo de los receptores
muscarinicos, por la microinyeccién de atropina en la bursa ovérica izquierda o derecha,

sobre la respuesta ovulatoria y la concentracién de progesterona y testosterona.

2.- Evaluar en el modelo del animal con SOPQ inducido por la inyeccién de VE, los efectos
del bloqueo de los receptores muscarinicos por la microinyeccién de atropina en la bursa
ovérica izquierda o derecha, sobre la respuesta owvulatoria y la concentraciéon de

progesterona y testosterona.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CllI-ZV mantenidas en condiciones controladas de
temperatura (22+2°C) e iluminacién, con 14 horas de luz y 10 de obscuridad, con alimento
y agua ad /ibitum. Durante el desarrollo experimental, estuvieron sujetas a la normatividad
aplicable para el uso de animales de experimentacién (NOM-062-ZO0-1999,

Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Los animales fueron divididos al azar en los siguientes grupos experimentales, cada grupo
estuvo formado por 10 animales. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo
anestesia con éter, a las 13:00 horas del Dl y fueron sacrificados al estro vaginal inmediato a

la cirugia.

®  Animales ciclicos inyectados con solucion salina (55) o Atropina (ATR) en la bursa
del ovario izquierdo o derecho: Se utilizaron ratas hembras ciclicas de 60 dias de
edad a las cuales se les realizé frotis vaginal diario durante 2 ciclos consecutivos. En
el dia del DI, los animales fueron anestesiados y sometidos a una insicién dorso
lateral de piel, musculo y peritoneo, se exteriorizé uno de los ovarios (izquierdo o
derecho) y se realizé la microinyeccién de 20 ul de atropina (Sigma Chemical Co. St
Louis Mo. USA) en la bursa ovérica en una dosis de 100 mg/kg/pc. La dosis fue
ajustada conforme a la media del peso de los ovarios (100 mg/kg/po), ya que la
dosis de 100 mg corresponde a una dosis usada de manera subdérmica en un animal
adulto.

La dosis de 100 mg corresponde a una dosis usada de manera subdérmica en un animal

adulto, por lo que en el presente estudio se ajusté la dosis en funcién del peso del

ovario.

La aguja se mantuvo dentro de la bursa ovérica durante un minuto, para asegurar la

correcta difusién al tejido ovérico de la atropina y evitar fugas, después de realizada la

microinyeccién se colocd una gota de cianoacrilato.
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A cada una de las ratas sometidas a cirugia se le colocd un antiséptico para evitar la

posterior infeccién de la herida. Como grupo de comparacién se utilizaron animales en

DI, los cuales fueron inyectados con 20 ul de solucién salina en la bursa del ovario

izquierdo o derecho (Figura 21).

B < cu-zv
W = Ciclicas en DI
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Sacrificados al estro inmediato a
la cirugia

Figura 21. Grupo experimental utilizado para evaluar los efectos de atropina en el animal
ciclico. Atropina (ATR); Solucién Salina (SS).

s

Efecto de la microinyeccion de ATR en la bursa ovdrica de animales inyectados con
vehiculo (Vh) o VE: Se utilizaron ratas hembras neonatas colocadas en camadas de
cinco hembras y un macho. Las hembras al cumplir los 10 dias de vida fueron
inyectadas via intraperitoneal con una dosis de 2 mg de VE (Sigma Chemical Co. St
Louis Mo. USA) en 0.1 ml de aceite de sésamo que fungié como Vh (Sigma Chemical
Co. St Louis Mo. USA). Como grupos de comparacién se utilizaron animales

inyectados intraperitonealmente a los 10 dias de vida, con 0.1 ml de Vh.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
42



UNAM - FES ZARAGOZA

Las crias tuvieron libre acseso a la madre hasta los 24 dias de vida (dia del destete) y
posteriormente al agua y al alimento, hasta el dia que fueron autopsiadas. En los
animales inyectados con VE, se inicié el monitoreo vaginal un dia después de la
fecha de inyeccion del estrégeno. En el caso de las hembras inyectadas con Vh el
monitoreo de la vagina se realizé a partir del dia 30 de vida. Una vez que ocurrié la
canalizacién de la vagina, se procedid con la toma de frotis vaginales diarios por un
periodo de ocho dias. Los frotis se retomaron al cumplir los 45 dias de vida y dado
que estos animales pierden el ciclo estral, se tomd como criterio para realizar la
microinyeccién el que las ratas tuvieran el dia del diestro antecedido de un estro vy
se procedié a realizar la microinyeccién de atropina en la bursa ovérica como se

describié en los animales ciclicos (Figura 22).

oCcn-zv
. 10 Dias
[

]
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Y
. 60 Dias
Bursa

|
[ |
ATR 100 [ 20 ul Solucién
meg/ke/pc Salina
L. A
T

Los animales se sacrificaron al
estro vaginal inmediato a la
cirugia

Figura 22. Grupo experimental usado para evaluar los efectos de la microinyeccién de
atropina en animales inyectados con VE o Vh.
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron pesados y sacrificados por
decapitacion, al estro vaginal inmediato a la cirugia. Se colecté la sangre del tronco y se
dejé coagular a temperatura ambiente por 30 minutos, después fue centrifugada a 3500
rpm por 15 minutos. Los sueros obtenidos se dividieron en tubos de 1.5 ml y se congelaron
a -20°C hasta el momento de su andlisis. Al momento de la autopsia, se diseccionaron y
pesaron las gldndulas adrenales, Gtero y ovarios. De los ovarios se removieron los oviductos
para buscar en ellos la presencia de ovocitos /in situ con ayuda de un microscopio

estereoscopico (Nikon, modelo SMZ800, Japén).

HISTOLOGIA OVARICA

Los ovarios de todos los grupos experimentales fueron fijados en una solucién de Bouin por
24 horas, después de este tiempo los ovarios fueron deshidratados por medio de alcoholes
a diferentes concentraciones (70, 80, 96% vy absoluto) y cloroformo, posteriormente fueron
incluidos en paraplast (Leica Biosystems Richmon Inc.USA). Los cortes histolégicos se
llevaron a cabo de manera seriada con un grosor de 10 um y se tifieron con la técnica de

Hematoxilina- Eosina (H-E).

Se analizaron los cortes histolégicos de dos animales por grupo y se buscd la presencia de
cuerpos lateos, foliculos atrésicos, prequistes y quistes foliculares. Los foliculos atrésicos
fueron aquellos que presentaron picnosis nuclear de las células de la granulosa, descamacién

de la granulosa con células en la cavidad antral, e hiperplasia de las células tecales.

De acuerdo a Lara y colaboradores (2000) fueron considerados como quistes aquellos
foliculos que tuvieron una cavidad antral amplia, disminucién de las capas de células de la

granulosa y aumento en las células de la teca, asi como la ausencia del ovocito.
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Los foliculos prequisticos presentan una amplia cavidad con o sin ovocito, cuatro o cinco
capas de células de la granulosa, teca de apariencia normal e invaginaciones y evaginaciones

de la pared folicular.

CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES

La cuantificacién de progesterona y testosterona se realizé en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del departamento de Biologia de la Reproduccién del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubirdn” por medio de un ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) en fase sélida, basado en el principio de unién

competitiva (DRG Instruments GmbH, Germany).

La concentracién de progesterona fue expresada en ng/ml, y la de testosterona en pg/ml de
suero. Los coeficientes de variacién intra e interespecificos para la progesterona fueron de

7.52 y 8.41 % vy para la testosterona 6.42 y 7.32 %.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los pesos relativos de los &érganos, y de las concentraciones de
progesterona y testosterona se analizaron por medio de un andlisis de varianza
multifactorial (ANDEVA), seguido por una prueba de Tukey-Kramer. Cuando se requirid
comprar dos grupos se utilizé una prueba “t” de Student. El nimero de ovocitos liberados

se analizé por medio de una prueba de U de Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes (nimero de animales que ovulan/ nimero total de animales)
se analizd por la prueba exacta de Fisher para proporciones. Se consideraron

estadisticamente significativas las diferencias que fueron iguales o menores a 0.05.
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RESULTADOS

“EFECTO DE LA MICROINYECCION DE SOLUCION SALINA EN LA BURSA
OVARICA SOBRE LA TASA DE ANIMALES OVULANTES, NUMERO DE OVOCITOS
LIBERADOS Y PESO DE ORGANOS ”

Con respecto al grupo de animales testigo absoluto, la tasa de animales ovulantes no se
modificé por la microinyeccién de solucién salina (SS) en la bursa ovérica izquierda o
derecha. El nimero de ovocitos liberados fue menor cuando la microinyeccién se realizé en
la bursa del ovario izquierdo (10+0.87 vs. 13.61+1.1 p<0.05) y no se modificé cuando se

microinyectd en la bursa derecha (13.61x1.1 vs. 11.44+1.81. NS)

La microinyeccién de solucién salina en la bursa izquierda o derecha no modificé el peso
del Gtero, ni de las adrenales, mientras que la masa ovérica disminuyé (5SS izq=22.68+1.43;

19.0%0.61 vs 27.49, p<0.05).
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EFECTO DE LA MICROINYECCION DE ATROPINA EN LA BURSA OVARICA DE
ANIMALES CiCLICOS, SOBRE LA FUNCION OVARICA

RESPUESTA OVULATORIA
Alrededor del 75% de los animales microinyectados con solucién salina en la bursa del
ovario izquierdo o derecho ovulé al estro vaginal. La microinyeccién de atropina en la

bursa del ovario izquierdo o derecho resulté en la disminucién de la tasa de animales

ovulantes, respecto al grupo con solucién salina (Figura 23).

100 -

Porcentaje de animales ovulantes

SS ATR 3 ATR

1IZQUIERDA DERECHA

Figura 23. Porcentaje de animales ovulantes de ratas con microinyeccién de solucién salina
(SS) o atropina (ATR) en la bursa del ovario izquierdo o derecho, en el dia del DI a los 60
dias de edad y sacrificadas al estro vaginal inmediato a la cirugia * p < 0.05 vs. SS (prueba
exacta de Fisher).
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NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

La microinyeccién de atropina en la bursa del ovario izquierdo o derecho de ratas ciclicas,
no modificé el nimero de ovocitos liberados, en comparacién con su grupo con solucién

salina (SS) (Figura 24).
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Figura 24. Media = eem del nimero total de ovocitos liberados por ambos ovarios de
animales con microinyeccién de solucién salina (SS) o atropina (ATR) en la bursa del ovario
izquierdo o derecho, en el dia del DI a los 60 dias de edad y sacrificadas al estro vaginal
inmediato a la cirugia.

PESO RELATIVO DE LA MASA OVARICA, UTERO Y MASA ADRENAL

La microinyeccién de atropina no modificd el peso de la masa ovérica, respecto al grupo
con SS, mientras que, si se comparan los dos grupos con atropina, los animales inyectados
en la bursa derecha mostraron una menor masa ovarica, esta misma respuesta se observé en
la masa adrenal. El peso del Gtero en los animales inyectados con atropina en la bursa

izquierda fue mayor que el grupo con SS (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Media = eem del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la masa ovdrica,
masa adrenal y ttero de ratas con microinyeccién de solucién salina (SS) o atropina (ATR)
en la bursa del ovario izquierdo o derecho en el dia del DI a los 60 dias de edad y

sacrificadas al estro vaginal inmediato a la cirugia.

Grupo Masa Oviérica Masa Adrenal Utero
$S lzquierda 10 22.7 = 1.4 19.0 £ 0.9 131.2 £ 10.8
ATR lzquierda 17 23.8 £ 1.2 21.7 = 0.6 181.4 £ 19.4 »
$S Derecha 12 19.0 £ 0.6 19.0 £ 0.9 137.7 = 11.9
ATR Derecha 16 19.7 £ 0.6 * 17.8 £ 0.6 * 144.0 = 9.2

*p <0.05 vs. ATR izquierda ; e vs. SS lzquierda (Prueba “t” de Student).

HORMONAS ESTEROIDES

La microinyeccién de atropina en la bursa del ovario derecho resulté en el incremento de la
concentraciéon de progesterona, respecto al grupo tratado con solucién salina y al
microinyectado en la bursa del ovario izquierdo con atropina.

La concentracién sérica de testosterona en los animales microinyectados con atropina en la
bursa del ovario izquierdo o derecho fue menor en comparacién con su grupo tratado con

solucién salina (Figura 25).
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Figura 25 Media £ eem de la concentracién sérica de progesterona y testosterona de
animales con microinyeccién de solucién salina (SS) o atropina (ATR) en la bursa del ovario
izquierdo o derecho en el dia del DI a los 60 dias de edad y sacrificadas al estro vaginal
inmediato a la cirugia.*p < 0.05 vs. su grupo con SS (Prueba “t” de Student); € p < 0.05
vs. ATR izquierda (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
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MORFOLOGIA OVARICA

Ovarios microinyectados con solucién salina

Tanto el ovario izquierdo (Figura 26) o derecho que fueron microinyectados en la bursa
ovdrica presentan cuerpos lGteos viejos procedentes de ovulaciones anteriores y recién
formados procedentes del ciclo estral anterior a la cirugia, asi como foliculos preovulatorios
y foliculos secundarios. Resultados similares se encuentran en el ovario derecho cuando este

recibe la microinyeccién de solucién salina (resultados no mostrados).

1IZQUIERDO DERECHO

Figura 26. Fotomicrografia a un aumento de 40x que muestra el corte de ovario izquierdo
microinyectado a los 60 dias en la bursa izquierda con SS y su ovario contralateral, tefiido
con H-E, donde CL: cuerpos lateos; FPO: foliculo preovulatorio; FS: foliculo secundario. La
morfologia del ovario derecho microinyectado con SS y su contralateral fue similar
(resultados no mostrados ).
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Ovarios microinyectados con atropina

El ovario izquierdo o derecho (Figura 27 A y D) microinyectados con atropina en la bursa
ovérica muestra la presencia de foliculos preovulatorios con signos de atresia folicular como
lo es la descamacién de las células de la granulosa y la perdida del cumulus ophorus, asi
como foliculos secundarios. El ovario contralateral izquierdo (Figura 27 B) y derecho

(Figura 27 C) muestran foliculos en crecimiento, secundarios y preovulatorios atrésicos.

IZQUIERDO DERECHO

A

Figura 27. Fotomicrografias a un aumento de 40x de ovario de rata de 60 dias
microinyectadas en la bursa ovdérica izquierda (A) o derecha (D) con atropina vy su
respectivo ovario contralateral (B y C) tefiidos con H-E, donde CL: cuerpos lateos; FPO:
foliculo preovulatorio; FS: foliculo secundario. El * indica los foliculos con atresia y o« indica
los foliculos en desarrollo.
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“EFECTO DE LA MICROINYECCION DE ATROPINA EN LA BURSA OVARICA DE
ANIMALES INYECTADOS CON VH O VE, SOBRE LA FUNCION OVARICA Y EL
PESO DE ORGANOS”

RESPUESTA OVULATORIA Y NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

En el grupo con Vh la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario izquierdo o
derecho, resulté en una disminucién en el nimero de ovocitos liberados en comparacién
con las hembras que solo fueron tratadas con el Vh. La inyeccién de VE resulté en el
bloqueo de la ovulacién, efecto que no se revierte por la microinyeccién del antagonista

colinérgico en la bursa del ovario izquierdo o derecho (Cuadro 2).

Cuadro 2 Porcentaje de animales ovulantes (TAO) y la media + eem del nimero de
ovocitos liberados por ambos ovarios de ratas tratadas con Vh o VE, y que a los 60 dias de
edad fueron microinyectadas con atropina en la bursa del ovario izquierdo (ATR izqg.) o

derecho (ATR der.) en el dia del diestro y sacrificadas al estro vaginal inmediato a la cirugia.

Grupo n TAO No. Ovocitos Liberados
Vh 10 10/10 14.4 = 0.7
Vh + ATR izq. 10 7/10 84 +18*
Vh + ATR der. 10 8/10 7.0 +18*
VE 10 (074 10—
VE + ATR izq. 10 1/10 (5)
VE + ATR der. 6 1/6 (2)

* p < 0.05 vssu grupo con Vh (prueba “U” de Mann-Whitney). Entre paréntesis se muestra
el nimero total de ovocitos liberados, en ambos casos sélo lo hizo el ovario derecho.
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PESO RELATIVO DE LA MASA OVARICA, UTERO Y MASA ADRENAL

Las hembras tratadas con Vh o con VE mas la microinyeccién de atropina en la bursa del
ovario izquierdo o derecho, disminuyé la masa ovérica cuando son comparadas con su
grupo Vh o VE respectivamente. El peso del Gtero este pardmetro no se modificd en
ninguno de los grupos experimentales. La masa adrenal disminuyé en el grupo Vh tratado
con atropina en la bursa del ovario izquierdo o derecho, efecto que no se presenta en los

animales tratados con VE (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media = eem del peso relativo (mg/100 g pc) de la masa ovérica, ttero y masa
adrenal de animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), y que a los 60
dias de edad fueron microinyectados con atropina (ATR) en la bursa del ovario izquierdo
(ATR izg.) o derecho (ATR der.) en el dia del diestro y sacrificadas al estro vaginal

inmediato a la cirugia.

Grupo Masa Ovirica Utero Masa Adrenal
Vh 24.0 + 1.0 130.0 = 3.0 23.0x1.0
Vh + ATR izq. 21.0 + 1.0 * 126.0 £ 9.0 170 = 1.0*
Vh + ATR der. 16.0 + 1.0 * 122.0 + 7.0 16.0 £ 1.0 *
VE 23.0+ 1.0 122.0 = 4.0 21.0 = 1.0
VE + ATR izq. 150 £ 1.0 ¢ 126.0 £ 9.0 21.0 = 1.0
VE + ATR der. 15.0 = 1.0¢ 115.0 £ 17.0 20.0 =+ 1.0

* p < 0.05 vssu grupo con Vh; 4 p < 0.05 vs su grupo con VE (prueba de ANDEVA seguida
por prueba de Tukey).

HORMONAS ESTEROIDEAS

La concentracién de testosterona fue mayor en animales tratados con VE, respecto a
aquellos que fueron tratados con Vh. La concentracién de progesterona y testosterona
disminuyd en los animales tratados con Vh y VE que recibieron la microinyeccién de

atropina en la bursa ovérica izquierda o derecha (Figura 28).
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Figura 28. Media * eem de la concentracién sérica de progesterona y testosterona de
animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y que a los 60 dias de
edad fueron microinyectados con atropina en la bursa del ovario izquierdo o derecho en el
dia del diestro y sacrificadas al estro vaginal inmediato a la cirugia.* p < 0.05 vs su grupo
Vh; ® p < 0.05 vs su grupo VE ( Prueba de ANDEVA seguida por prueba de Tukey). La
linea punteada indica la comparacién entre animales inyectados con Vh y VE.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
55



UNAM - FES ZARAGOZA

MORFOLOGIA OVARICA

CORTES DE OVARIOS DE HEMBRAS TRATADAS CON VALERATO DE ESTRADIOL MAS
ATROPINA EN LA BURSA OVARICA 1ZQUIERDA O DERECHA

La morfologia del ovario izquierdo o derecho de hembras tratadas con VE a los diez dias de
edad, muestra foliculos prequisticos asi como la presencia predominante de quistes

foliculares (Figura 29).

Figura 29. Microfotografia de corte de ovario izquierdo de rata a un aumento de 40x, que
fue inyectada a los 10 dias de edad con valerato de estradiol (VE) y que a los 60 dias de
edad fue sacrificada. Corte teflido con H-E, donde: Q: quiste, PQ:prequiste. La morfologia
del ovario derecho fue similar (resultados no mostrados).
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Los ovarios de las hembras que fueron tratadas con VE a los 10 dias de edad y que a los 60
dias recibieron la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario izquierdo mostraron la
presencia de prequistes y quistes foliculares, mientras que su ovario contralateral (derecho)

mostré la presencia de prequistes y foliculos pequefios (Figura 30).

1ZQUIERDO DERECHO

Figura 30. Fotomicrografias de cortes de ovario de rata a un aumento de 40x que a los 10
dias de edad fueron inyectadas con valerato de estradiol (VE) y que a los 60 dias de edad
recibié la microinyeccién de atropina en la bursa ovérica izquierda. Corte tefiido con H-E,
donde PQ: prequiste, Q: quiste. Los cortes de ovario pertenecen al mismo animal
experimental.
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Los ovarios de las hembras que fueron tratadas con VE a los 10 dias de edad y que a los 60
dias recibieron la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario derecho mostraron la
presencia de prequistes y quistes foliculares, asi como foliculos secundarios, mientras que su
ovario contralateral (izquierdo) mostré la presencia de foliculos grandes, asi como foliculos

en desarrollo (Figura 31).

IZQUIERDO DERECHO

Figura 31. Fotomicrografias de cortes de ovario de rata a un aumento de 40x que a los 10
dias de edad fueron inyectadas con valerato de estradiol (VE) y que a los 60 dias de edad
recibié la microinyeccién de atropina en la bursa ovérica derecha. Corte tefiido con H-E,
donde PQ: prequiste, Q: quiste, FPO: foliculo preovulatorio, FS: foliculo secundario. Los
cortes de ovario pertenecen al mismo animal experimental.
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DISCUSION

ANIMAL CiCLICO

Los resultados del presente estudio muestran que en el animal ciclico el sistema colinérgico
del ovario regula de manera estimulante el desarrollo de los foliculos en crecimiento, la tasa
ovulatoria y la secrecién de testosterona, mientras que la secrecién de progesterona es

regulada de manera inhibitoria.

La bursa ovérica esta vascularizada por la vena y la arteria ovérica (Fernandois y col.,2014;
Dissen y Ojeda, 1999), donde existen diferencias entre el drenaje venoso del ovario
izquierdo y derecho (Dominguez y col., 1998). En el dia del proestro la microinyeccién con
xilocaina en la bursa del ovario izquierdo disminuye la cuota ovulatoria por el ovario
inyectado, efecto que no se presenta si el ovario tratado es el derecho (Dominguez y col.,
1998). Esta respuesta asimétrica también se observé en el presente estudio, donde la
microinyeccién con solucién salina en la bursa del ovario izquierdo disminuyé la cantidad
total de ovocitos liberados, respuesta que podria deberse a un cambio en la vasculatura de
la bursa ovérica al momento de la microinyeccién. Rosas (2015) sugiere que la
microinyeccién de solucién salina o VIP en la bursa del ovario pudiese activar diferentes
vias neurales, dando lugar a que la sefial neural o que la transduccién de esta sea diferente

en el ovario izquierdo o derecho.

En la rata adulta el sistema colinérgico del ovario regula de manera asimétrica la respuesta
ovulatoria, ya que la microinyeccién con pirenzepina (antagonista del receptor M) en la
bursa ovérica izquierda resulta en el bloqueo total de la ovulacién, respuesta que no se

produce si el ovario microinyectado es el derecho (Cruz y col., 2015).
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En el presente estudio el bloqueo del sistema colinérgico por la microinyeccién con atropina
(antagonista no selectivo) en la bursa derecha, resulté en el bloqueo de la ovulacién en el
75% de los animales, mientras que cuando la microinyeccién fue realizada en la bursa del
ovario izquierdo el porcentaje de animales con bloqueo de la ovulacién fue del 59%.
Dominguez y colaboradores (1982) sefialan que la eficiencia de la atropina para bloquear la
ovulacién depende del dia del ciclo estral, donde ademés la sensibilidad del ovario al
farmaco depende de la hora del dia. Es posible que el efecto observado se deba al bloqueo
de los receptores M1, M3 y M5, ya que se ha descrito la presencia de receptores
muscarinicos M1y M5 en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios y de M3

en el ovocito (Mayerhofer y Fritz, 2002).

La esteroidogénesis ovérica es regulada por diversos factores, entre ellos, las sefiales
neurohormonales que provienen del hipotdlamo y de la hip&fisis, asi como de la

informacién neural que recibe la gébnada (Gémez-Chang y col., 2012; Hu y col., 2012).

Rosas y colaboradores (2015) mostraron que la inyeccién de solucién salina o de VIP en la
bursa del ovario modifican la secrecién de hormonas esteroideas, como resultado de la
activacion de diferentes vias neurales y que esta respuesta también es dependiente del
estado endocrino del animal. En trabajos previos se ha sugerido que la manipulacién de
piel, masculo y peritoneo modifica el proceso esteroidogénico, respuesta atribuida a la
propia inervacién del peritoneo, ya que éste proyecta fibras hacia el ovario (Barco y col.,

2003; Cruz y col., 2006),

En el presente estudio se observé que en animales en diestro 1 con microinyeccién de
atropina en la bursa del ovario izquierdo la concentracién de progesterona es normal.
Delgado y colaboradores (2010), sefialan que en un sistema ex vivo que contiene al ovario
izquierdo-NOS-GCM, la estimulacién del ganglio con ACh, resulta en la disminucién en la
concentracié de progesterona ovérica a los 30 y 60 minutos y se estabiliza a los 120
minutos. Estos resultados hacen pensar que ante el bloqueo del sistema colinérgico el ovario

izquierdo es capaz de mantener la secrecién de progesterona.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
60



UNAM - FES ZARAGOZA

Dado que la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario derecho resulté en el
incremento de la concentracién de progesterona, se puede sugerir que en el ovario derecho
el sistema colinérgico regula la secrecidn de progesterona de manera inhibitoria. La
progesterona cuantificada en el dia del estro corresponde a la sintetizada por los ovarios, ya
que se planeta que la glandula adrenal es la principal fuente de progesterona en los dias del
DI, D2 y P (Flores y col., 2008). Esto apoyaria el hecho de que no se observen cambios en

la masa adrenal por efecto de la atropina.

En los animales en DI con bloqueo del sistema colinérgico en la bursa ovérica, la
concentracidon sérica de testosterona disminuyé independientemente del ovario inyectado.
La inyecciébn subcutdnea de atropina a las 12:00 horas del DI, incrementa las
concentraciones de testosterona a las dos horas post tratamiento (Flores y col., 2006),
Barco y colaboradores (2003) han sugerido una via neural entre el peritoneo, las adrenales
y el ovario, donde la secrecién de testosterona es regulada de manera inhibitoria por una
via mediada por receptores muscarinicos. Sin embargo, nuestros resultados nos permites
sugerir que el sistema colinérgico del ovario, a través de los receptores muscarinicos, se
encuentra regulando de manera estimulante la secrecién de testosterona. La diferencia entre
los trabajos previos y el presente podria ser explicada por la via de administracién, ya que
mientras en las evidencias reportadas se administré via subdérmica (actia en todo el sistema
periférico), en el presente estudio la atropina se administrd intrabursal, lo que garantiza su

accién exclusiva en el ovario.

En la mujer el 50% de la testosterona es secretada por la suprarrenal y el otro 50% por el
estroma ovdrico, ya que en mujeres que han sido sometidas a ooforectomia disminuye a la
mitad la concentracidon de la hormona (Céppola y col., 2005). Los resultados del presente
estudio indican que el bloqueo de los receptores muscarinicos por el antagonista colinérgico
disminuye la capacidad de las células tecales para sintetizar el andrégeno, por lo cual se

sugiere que la ACh regula de manera estimulante la secrecién de la testosterona.
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La histologia ovérica de los animales con microinyeccién de atropina en la bursa del ovario
izquierdo muestra un ndmero mayor de foliculos preovulatorios que su ovario
contralateral. A diferencia de lo que ocurre cuando se inyecta el ovario derecho en donde
se aprecia un mayor nimero de foliculos en crecimiento. Estos resultados llevan a sugerir
que el sistema colinérgico regula de manera diferente el desarrollo folicular en el ovario
izquierdo y derecho. Esta respuesta asimétrica también se observa en animales en diestro 1,
en los que se colocé el implate con atropina en el lado derecho de POA-AHA y se
sacrificaron en el dia del proestro, donde el ovario izquierdo mostré la presencia de
foliculos pequefios y medianos (90-500 um), mientras que en el ovario derecho no se

observan este tipo de foliculos (Cruz y col., 2014).

Si bien existen foliculos preovulatorios en los ovarios que recibieron la microinyeccién de
atropina en la bursa del ovario izquierdo, éstos muestran algin grado de atresia folicular.
Resultados similares a los reportados por el grupo de Urra (2016), quienes mostraron un
incremento en el nimero de foliculos secundarios atrésicos, cuando se inyecta en la bursa
del ovario huperzina A, inhibidor especifico de la AChE, enzima encargada de la

degradacién de ACh.

El grupo de Fritz (2002) mostré que en el cultivo de células de la granulosa el carbacol, un
agonista colinérgico, dafa las uniones gap debido al incremento de la fosforilacién de la
conexina 43 en su residuo serina, lo cual resulta en la disgregacion de las células, mientras
que los antagonistas como pirenzepina y atropina disminuyen la perdida de las uniones gap,
permitiendo asi el crecimiento y diferenciacién de la granulosa. En el presente estudio se
observaron algunos foliculos secundarios y preovulatorios con signos de atresia en los
ovarios de los animales que fueron sometidos a la microinyeccion de atropina. Ya que los
antagonistas colinérgicos no permiten la disgregacién de las células, y dado que, la pared
folicular contiene células que son muy parecidas al musculo liso, el cual posee receptores
colinérgicos especificos (Walles y col., 1976), es posible que la atresia se deba a la perdida

de la rigidez de la pared folicular.
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MODELO DEL ANIMAL CiCLICO

En la rata los receptores muscarinicos se encuentran en las células de la granulosa (M1, M5)
y en el ovocito (M3).

La acetilcolina se une a los receptores muscarinicos en las células de la granulosa y del
ovocito, lo que favorece el mantenimiento de las uniones celulares y el crecimiento de los
foliculos. De manera que el bloqueo de los receptores por ATR, podria explicar porque se
observé perdida de las uniones celulares, dando como resultado el desprendimiento del

ovocito del cumulus oophorusy menor crecimiento folicular.

Cada ovario recibe diferente aporte sanguineo. Los vasos sanguineos que irrigan a las células
de la teca presentan receptores muscarinicos. El bloqueo de éstos por la microinyeccién de
ATR en la bursa del ovario derecho podria facilitar el ingreso del colesterol a las células de

la teca lo que resultaria en una mayor sintesis de progesterona.

El bloqueo de los receptores muscarinicos por la microinyeccion de ATR en la bursa del
ovario izquierdo o derecho resulta en la disminucién de la concentracién de testosterona,
posiblemente como resultado de una menor actividad de las enzimas que participan en el

paso desde progesterona hasta testosterona (Figura 32).
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Figura 32. Esquema representativo de lo que ocurre cuando la atropina es microinyectada

en la bursa ovérica izquierda o derecha de ratas ciclicas. 1.- localizacién de los receptores

muscarinicos en células de la granulosa (M1 y M5) y del ovocito (M3). 2.- foliculo con

pérdida del cumulus oophorus. 3.- El colesterol es internalizado en las células de la teca

donde serd transformado en progesterona. 4.- El bloqueo de los receptores muscarinicos

puede estar mediando alguna de las enzimas ({) que participan en la biotransformacién de

progesterona a testosterona.
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ANIMAL CON SOPQ

En el animal con SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, el bloqueo del sistema colinérgico
del ovario por la microinyeccién de atropina en la bursa ovérica fue capaz de inhibir el
hiperandrogenismo que caracteriza al animal con el sindrome, sin embargo, no fue capaz de

inducir la ovulacién.

En la etapa infantil la administracién de VE ocasiona el desarrollo del SOPQ en la etapa
adulta, el cual estd caracterizado por el incremento en las concentraciones de andrégenos,
asi como falta de ovulacién (Morales- Ledesma y col., 2010; Linares y col., 2013), efectos

que pudieron ser observados en los animales de experimentacién utilizados.

En animales con la patologia, la vagotomia realizada a los 24 dias de edad y sacrificados a
los 90 dias, indujo la ovulacién en el 75 % de los animales y mostraron el restablecimiento
de la morfologia ovérica. Estos resultados permitieron sugerir que la informacién neural que
lleva el nervio vago a los ovarios participa en la regulacién y en el mantenimiento del

sindrome (Linares y col., 2013).

El nervio vago transporta varios neurotransmisores, entre ellos la ACh. En el perro la
vagotomia disminuye la concentracién de ACh a nivel de piloro a la sexta semana post-
cirugia (Gonrny y col., 1983). En ratas adultas la vagotomia bilateral induce la aparicién de
periodos prolongados de diestro (Burden y Lawrence 1977), e inhibe la pseudoprefez
inducida por la estimulacién mecénica del cuello cervical (Burden y col., 1981). Tomando en
cuentas estas evidencias podemos sugerir que en la rata con SOPQ, la ACh regula el

mantenimiento del sindrome.
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En ratas con SOPQ inducido por el VE, el bloqueo del sistema colinérgico por la
microinyeccién con atropina en la bursa ovérica, es inefectivo para inducir la ovulacién.
Esta discrepancia con lo observado en los animales con la patologia y sometidos a la
vagotomia, podria ser atribuido al periodo en el cual los animales estuvieron privados del
aporte colinérgico. Mientras en las ratas vagotomizadas transcurrieron aproximadamente
70 dias sin este aporte, en el presente estudio se utilizé un bloqueador colinérgico cuya vida
media es de 4 horas. Para analizar esta posibilidad se requiere de un disefio experimental, el
cual permita mantener el bloqueo del sistema colinérgico del ovario por un periodo més

largo.

La bursa ovérica recibe aporte sanguineo por medio de la arteria y de la vena ovérica
(Fernandois y col., 2014; Dissen y Ojeda, 1999). El grupo de Kozlowska (2014) menciona
que bajo condiciones fisiolégicas el flujo sanguineo del ovario esta modulado via receptores

muscarinicos.

La atropina ejerce un efecto vasoconstrictor (Goodman y Guilman, 2012), de manera que la
microinyeccién con atropina induce vasoconstriccidon en los vasos sanguineos que se
encuentran alrededor de la bursa ovérica, lo cual podria disminuir el flujo sanguineo. Esta
respuesta podria explicar la disminucién del peso de las génadas. La disminucién del peso
de los ovarios por el bloqueo del sistema colinérgico, también se presenta cuando se coloca

el implante de atropina en POA- AHA (Cruz y col., 2014).

En animales con induccién del SOPQ por la inyeccién de VE, la vagotomia derecha o
bilateral disminuye la concentracién de progesterona (Linares y col., 2013). Resultados
semejantes se observaron en el presente estudio, donde en el modelo del animal con SOPQ
el bloqueo del sistema colinérgico resulté en la disminucién de la concentracién de

progesterona, independientemente de la bursa ovéarica microinyectada con atropina.
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En nuestros animales con el sindrome los ovarios no presentaron cuerpos lateos dado que
no se produjo la ovulacién. Lo que nos permite pensar que la progesterona cuantificada sea
de origen adrenal, aun cuando se reporta que en el animal ciclico la progesterona es
aportada por la adrenal en los dias del diestro y proestro (Flores y col., 2008), mientras que
en el dia del estro el origen es ovérico. Estas evidencias apuntan a que la secrecién de la

hormona pudiera ser diferente entre un animal ciclico y uno que presenta la patologia.

Tal y como ya ha sido reportado (Lara y col., 1993; Cruz y col., 2012; Sotomayor-Zérate,
2008), en el presente estudio se observd que el VE induce hiperandrogenismo. El
incremento en la testosterona podria ser atribuido al incremento en la atresia folicular y a la
presencia de quistes foliculares, como ha sido reportado en la literatura (Sotomayor-Zarate,

2008).

Los animales con SOPQ y sometidos a la microinyeccién de atropina, ya sea en la bursa
izquierda o derecha, muestran un decremento en la concentracién sérica de testosterona,

inclusive a una concentracién mas baja que la de un animal sin la patologia.

Una posible explicaciéon al decremento de la testosterona en este grupo experimental podria
estar relacionada con los receptores muscarinicos, dado que los receptores M1, M2 y M3 se
encuentran acoplados a proteinas G, cuando son activados estos responden con la
produccién del segundo mensajero AMPc, sin embargo, la activacién de los receptores M2

y M4 inhiben la produccién de éste (Flores y Segura, 2005).

Dado que en la via de la esteroidogénesis es indispensable la formacién del AMPc para la
activacion de las PKA y la subsecuente fosforilacién de la StAR, que va facilitar el ingreso del
colesterol a las células de la teca folicular (Gomez-Chang y col., 2012), sugerimos que la
microinyeccién de atropina en la bursa de los ovarios bloqued preferentemente los
receptores M1 y M3, lo que resulté en una menor produccién tanto de progesterona como

de testosterona.
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La morfologia de los ovarios de animales con SOPQ inducido por VE y sometidos a la
microinyeccién de atropina en el ovario izquierdo o derecho muestra la presencia de
quistes, asi como de foliculos terciarios y en desarrollo. La histologia que se observé es
similar a la que se ha mostrado en animales tratados Unicamente con VE (Linares y col.,

2013).

Al parecer, la respuesta de los ovarios a la microinyeccién con atropina depende de la
gdbnada tratada, ya que cuando se microinyecta el ovario derecho éste presenta foliculos
preovulatorios y prequistes, pero no quistes foliculares, mientras que si la atropina se

inyecta en el ovario izquierdo se observan ademaés los quistes foliculares.

La diferente respuesta entre el ovario izquierdo y derecho al bloqueo del sistema colinérgico
podria deberse a que el nimero de receptores muscarinicos es diferente, o que la afinidad

de éstos cambia.

Kozlowska y colaboradores (2008) mostraron que en cerdos la induccién del SOPQ en la
fase folicular, por la administracion de dexametasona (DXM), induce cambios en la
inervacién colinérgica de los ovarios. De igual manera, cuando la DXM se administra a la
mitad de la fase lutea, se observan fibras inmunoreactivas al VAChT alrededor de los quistes
foliculares, de los foliculos terciarios pequefios y en los secundarios (Kozlowska y col.,

2014).

Aun cuando la atropina fue inyectada en uno de los ovarios, la morfologia de la génada
contralateral no fue la tipica de un animal con SOPQ. Cuando el ovario contralateral es el
derecho, se observa foliculos pequenos y foliculos tipo lll que presentan signos de atresia.
Un patrén de desarrollo folicular diferente se observé cuando el ovario contralateral fue el
izquierdo, ya que éste presenté foliculos grandes. Estas evidencias sugieren que el desarrollo
folicular fue diferente para el ovario izquierdo y derecho. También apuntan a una posible

comunicacién entre el ovario que recibid la atropina y el ovario intacto.
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La respuesta diferencial entre los ovarios también se ha reportado que ocurre cuando los
animales son sometidos a la vagotomia izquierda y el ovario inervado (derecho) presenta

un mayor namero de foliculos preovulatorios que el denervado (Cruz y col., 1986).

El desarrollo de los foliculos requiere que se mantengan las comunicaciones intercelulares,
para ello se requiere la fosforilacién de la conexina 43 lo que va a garantizar que las células
de la granulosa mantengan su proliferacién y su desarrollo (Mayerhofer y Kunz., 2005). En
los animales con SOPQ el bloqueo del sistema colinérgico, por la microinyeccién de
atropina en la bursa ovérica, pudo haber modificado la fosforilacién de las conexinas, lo
que resulté en el crecimiento de los foliculos, sin embargo, éstos mostraron signos de atresia
como la descamacién de las células de la granulosa y la presencia de invaginaciones en las

capas de las células de la granulosa.

En resumen, los resultados del presente estudio muestran que el bloqueo del sistema
colinérgico por la microinyeccién de atropina en la bursa del ovario no fue capaz de inducir

la ovulacién, a pesar de haber inhibido el hiperandrogenismo caracteristico del sindrome.
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MODELO DEL ANIMAL CON SOPQ

En la vasculatura de la bursa ovérica se encuentran presentes los receptores muscarinicos
M3, cuya funcién es la de regular el flujo sanguineo. Es posible que el bloqueo de estos
receptores por la microinyeccién de atropina haya modificado el aporte sanguineo, lo que

se traduce en la disminucién de la masa ovarica.

Si bien en los animales con SOPQ, se observa en el foliculo ovérico desprendimiento de las
células de la granulosa, la proporcién es menor a la que se visualiza en el animal ciclico
tratado con ATR. Es posible que al unirse la ATR a sus receptores M1 y M5 se facilite la

fosforilacién de las conexinas 43, y asi mantener las uniones celulares.

En los animales con SOPQ no se presenta la ovulacién y por lo tanto no existen cuerpos
lateos que sean capaces de mantener la produccidén de progesterona, por ello, sugerimos

que la progesterona que medimos es de origen adrenal.

En este modelo animal, la microinyecciéon con ATR en la bursa ovérica puede estar
disminuyendo la actividad de las enzimas que facilitan la biotransformacién de
pregnenolona a progesterona, lo que explicaria su disminucién. Si la cantidad de sustrato es

menor, entonces se explica porque la concentracién de testosterona disminuyé (Figura 33).
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Disminucién del
1 peso gonadal

A/ ]
\-—— ; =
ATR 4
FOSFORILACION DE
CONEXINAS 43. 3
g REFUERZO DE UNIONES GAP
£ ) DIFERENCIACION Y

& e CRECIMIENTO DE CELULAS
S DE LA GRANULOSA. LO CUAL

g SE TRADUCE EN DESARROLLO

FOLICULAR
x & CELULA TECAL
/ l ADENILATS PROGESTERONA \
SIN CUERPOS GTP =3 GDP =2 (iciAsA "
LUTEOS EN / 17aHIDROXILASA
ANIMALES CON
s0PQ <« PRA €— AMP 17a HIDROXI PROGESTERONA
‘l l i
17aHIDROXILASA 17.20 LIASA
5 \ R - ANDROSTENEDIONA
- ~,
/ COLESTEROL b X
6 | *lPREGNENOLONA } 1784150
\\ ’/'
T - TESTOSTERONA v
GLANDULA ADRENAL
ORIGEN DE LA PROGESTERONA

e .
Figura 33. Esquema representativo de lo que ocurre cuando la atropina es microinyectada
en la bursa ovérica izquierda o derecha de ratas con SOPQ. 1.- Vasoconstriccién de los vasos
que rodean la bursa ovarica 2.- Los receptores muscarinicos se encuentran ocupados por
atropina (ATR) 3.-Localizacién de los receptores muscarinicos 4.- Crecimiento vy
diferenciacion de las células de la granulosa 5.- Progesterona de origen adrenal 6.- La ATR
puede estar regulando la actividad de las enzimas (%) que participan en la

biotransformacién de pregnenolona hasta testosterona.

Xo6chitl Nallely Acufa  Escalona
71



UNAM - FES ZARAGOZA

CONCLUSIONES

& En el animal adulto ciclico el sistema colinérgico del ovario:

e El bloqueo de los receptores muscarinicos, por la microinyeccién de
atropina, no modificé la cuota ovulatoria.

e En el ovario derecho, regula de manera inhibitoria la secrecién de
progesterona.

e Regula de manera estimulante la secrecién de testosterona.
& En el animal con SOPQ el sistema colinérgico del ovario:
e En el animal adulto con SOPQ el bloqueo de los receptores muscarinicos del

ovario es ineficiente para inducir la ovulacién.

e Regula de manera estimulante la secrecién de progesterona y testosterona.
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