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RESUMEN 

 

Los ovarios reciben información endócrina por parte de núcleos hipotalámicos e información 

neural por neuronas simpáticas, parasimpáticas y sensoriales. En las mujeres en edad 

reproductiva, el síndrome de ovario poliquístico (SOPQ) es una patología con una prevalencia a 

nivel mundial del 6 al 20%. El diagnóstico del SOPQ incluye hiperandrogenismo acompañado 

de anovulación crónica o formación de ovarios poliquísticos.  

 

De manera experimental, el SOPQ puede inducirse con la inyección de 2mg de valerato de 

estradiol (VE), que induce modificaciones en la homeostasis de las catecolaminas, manifestadas 

por el alto contenido de noradrenalina (NA) en el ovario, lo que conlleva a la formación de 

quistes foliculares, la falta de ovulación e incremento en la concentración de andrógenos. 

 

En ratas con SOPQ inducido con VE, la sección bilateral del nervio ovárico superior (NOS), 

principal fuente de NA que llega al ovario, resulta en la disminución de la concentración de NA 

y los animales recuperan sus funciones ováricas. Dichos resultados sugieren que el SOPQ se 

origina en respuesta a un mayor tono simpático. Sin embargo, además de NA, el NOS aporta al 

ovario otros péptidos, lo que no nos permite precisar que los efectos observados en el 

restablecimiento de las funciones ováricas estén dados totalmente por la disminución de NA.  

 

Para analizar el papel exclusivo de la NA en el desarrollo del SOPQ, en el presente estudio, en 

la rata inyectada con VE, realizamos la denervación farmacológica de las fibras 

catecolaminérgicas, mediante la inyección crónica de monosulfato de guanetidina (GTD), un 
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neurotóxico específico para fibras catecolaminérgicas que no afecta neuronas colinérgicas, 

sensoriales, ni células adrenomedulares y que no atraviesa la barrera hematoencefálica, y se 

evaluaron las funciones ováricas en la rata adulta.  

 

El objetivo del presente estudio fue analizar el papel de la inervación catecolaminérgica, antes, 

durante o después de la inducción del SOPQ con la inyección de VE, sobre la respuesta 

ovulatoria y la concentración sérica de hormonas esteroides en la rata adulta.  

 

En los ovarios de los grupos inyectados con GTD disminuyó la inmunoreactividad de la 

tiroxina hidroxilasa, respecto a los animales que no recibieron la inyección del neurotóxico, lo 

que confirma la disminución de la actividad noradrenérgica. 

 

En los animales denervados con GTD antes, durante o después de 15 días de la administración 

del VE, la ovulación fue semejante a la de los grupos control inyectados con el vehículo (Vh). 

Se restableció la morfología del ovario y la concentración sérica de testosterona disminuyó a 

valores semejantes a las de su grupo control. 

 

En los animales inyectados con VE y que se dejaron evolucionar durante 56 días, la 

denervación con GTD resultó en la ovulación del 66% de los animales. En los ovarios se 

observó folículos en desarrollo, cuerpos lúteos y la persistencia de algunos prequistes y la 

concentración sérica de testosterona fue semejante a la de su grupo control. 
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Los resultados del presente estudio muestran que en la rata inyectada con VE, el desarrollo y la 

persistencia del SOPQ dependen de la integridad de la inervación catecolaminérgica periférica 

del ovario y que la reducción de la hiperactividad noradrenérgica podría prevenir el desarrollo 

del síndrome o bien, una vez desarrollado el SOPQ, la disminución de la actividad 

noradrenérgica puede restablecer la función reproductiva. 
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ABSTRACT 

 

The ovaries receive endocrine information from hypothalamic nuclei and neural information 

from sympathetic, parasympathetic and sensory neurons. In women of reproductive age, 

polycystic ovary syndrome (PCOS) is a pathology with a worldwide prevalence of 6 to 20%. 

The diagnosis of PCOS includes hyperandrogenism accompanied by chronic anovulation or 

formation of polycystic ovaries. 

 

Experimentally, PCOS can be induced with the injection of 2mg of estradiol valerate (EV), 

which induces modifications in the homeostasis of catecholamines, manifested by the high 

content of noradrenaline (NA) in the ovary, which leads to the formation of follicular cysts. 

 

In rats with EV-induced PCOS, the bilateral section of the superior ovarian nerve (SON), the 

main source of NA that reaches the ovary, results in the decrease in NA concentration and the 

animals recover their ovarian functions. These results suggest that PCOS originates in response 

to a greater sympathetic tone. However, in addition to NA, the SON contributes other peptides 

to the ovary, which does not allow us to specify that the effects observed in the restoration of 

ovarian functions are totally due to the decrease in NA. 

 

To analyze the exclusive role of NA in the development of PCOS, in the present study, in the 

rat injected with EV, we performed the pharmacological denervation of catecholaminergic 

fibers, mediated by the chronic injection of guanethidine sulfate (GTD), a specific neurotoxic 

agent for catecholaminergic fibers that does not affect cholinergic, sensory, or adrenomedullary 
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cells and does not cross the blood-brain barrier and ovarian functions were evaluated in the 

adult rat. 

 

The objective of the present work was to analyze the role of noradrenergic innervation, before, 

during or after injection of EV, on the ovulatory response and the serum concentration of 

steroid hormones in the adult rat. 

 

In the ovaries of the groups injected with GTD, the immunoreactivity of the thyroxine 

hydroxylase decreased compared to the animals that did not receive the neurotoxic injection, 

which confirms the decrease in the noradrenergic activity. 

 

In animals denervated with GTD before, during or after 15 days of EV administration, 

ovulation was similar to that of control groups injected with vehicle (Vh). The morphology of 

the ovary was restored and the serum testosterone concentration decreased to values similar to 

those of its control group. 

 

In the animals injected with EV and that were allowed to evolve during 56 days, denervation 

with GTD resulted in the ovulation of 66% of the animals. In the ovaries, developing follicles, 

corpora lutea and the persistence of some pre-cystic were observed and the serum testosterone 

concentration was similar to that of their control group. 

 

The results of the present study show that in the rat injected with EV, the development and 

persistence of PCOS depend on the integrity of the peripheral catecholaminergic innervation of 
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the ovary and that the reduction of noradrenergic hyperactivity could prevent the development 

of the syndrome or, a once the PCOS has developed, the decrease in noradrenergic activity can 

restore reproductive function. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



La inervación del ovario en la persistencia del síndrome de ovario poliquístico 

Julieta Azucena Espinoza Moreno 

 

1 
 

INTRODUCCIÓN 

El síndrome del ovario poliquístico (SOPQ) es una patología que afecta a mujeres en edad 

reproductiva (Mirabolghasemi y Kamyab, 2017). Se caracteriza por hiperandrogenismo, 

anovulación, formación de quistes foliculares, obesidad, resistencia a la insulina e 

hiperinsulinemia (Tsilchorozidou y col., 2004). Algunos estudios clínicos muestran que  en las 

pacientes con el síndrome incrementa la densidad de las fibras nerviosas ováricas (Heider y 

col., 2001). 

 

De manera experimental en la rata hembra, se pueden inducir algunas características del SOPQ 

mediante la administración de una dosis de valerato de estradiol (VE), un estrógeno de larga 

actividad (Brawer y col., 1986; Lara y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010). En este 

modelo se plantea que el incremento en la actividad noradrenérgica del ovario, antecede a la 

formación de los quistes foliculares (Lara y col., 1993). En el modelo de la rata con SOPQ, la 

sección bilateral del nervio ovárico superior (NOS), principal fuente de noradrenalina (NA) que 

llega al ovario, restablece la ovulación y la secreción de andrógenos (Barria y col., 1993; Rosa-

e-Silva y col., 2003).  

 

El grupo de Parra (2007) mostró que en la rata inyectada con VE, además de incrementar la 

concentración de NA ovárica, también incrementa la del péptido intestinal vasoactivo. 

Evidencias que nos llevaron a plantear si el restablecimiento de las funciones ováricas en la rata 

con SOPQ y sección del NOS, se debe únicamente a la disminución de NA. Para analizar esta 

posibilidad, en el presente estudio se analizó si la eliminación de las fibras noradrenérgicas, 

mediante la administración de guanetidina (GTD), antes, durante o después de inducir el 

síndrome mediante la inyección de VE, evita el desarrollo del SOPQ cuando las ratas alcanzan 

la etapa adulta. 
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ANTECEDENTES 

El ovario y la regulación de sus funciones 

Las funciones de los ovarios, ovulación y secreción de hormonas esteroides y peptídicas 

(Guyton, 2001), son reguladas por señales hormonales provenientes de la hipófisis  

(Tresguerres, 1999) y por señales nerviosas que llegan al ovario vía el nervio ovárico superior y 

nervio del plexo ovárico (Dissen y Ojeda, 1999) y por el nervio vago (Gerendai y col., 2000). 

En respuesta a las acciones de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) liberada 

por el hipotálamo, la hipófisis secreta las gonadotropinas [hormona luteinizante (LH) y 

hormona folículo estimulante (FSH)] (Levine JE., 2015). 

 

La secreción del decapéptido GnRH es pulsátil y está regulada por señales hormonales 

provenientes del ovario y por señales nerviosas que provienen del sistema nervioso central 

(SNC) (Herbison AE, 2015). La secreción de LH y FSH depende de la frecuencia y amplitud de 

los pulsos de la GnRH. En las células de la teca del ovario, la LH estimula la secreción de 

progesterona y andrógenos. Una parte de los andrógenos difunden hacia las células de la 

granulosa donde son transformados a estrógenos por efectos de la aromatasa. La FSH estimula 

la síntesis de la aromatasa, así como el crecimiento y la maduración de los folículos ováricos. A 

su vez, la LH estimula la diferenciación final de los folículos preovulatorios y la ovulación 

(Halvorson y Chin., 2001). 

La ovulación es el proceso por el cual el ovario libera uno o varios  ovocitos II capaces de ser 

fecundados dentro del oviducto. Antes de la ovulación, aproximadamente en la segunda  mitad 
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de la fase folicular, incrementa la secreción de estradiol, que cuando alcanza un umbral, 

estimula el aumento brusco de la concentración de LH (“pico preovulatorio”). En la mujer, la 

ovulación se produce alrededor del día 14 de un ciclo normal de 28 días (Ross y col., 2005). En 

la rata, la ovulación ocurre en la madrugada del día del estro vaginal (Ojeda y Urbanski, 1994). 

Previo a la ovulación, las células del folículo liberan enzimas proteolíticas que causan la 

disolución y el debilitamiento de una zona de la pared folicular, lo que se observa como una 

protuberancia en la parte externa del folículo preovulatorio, llamada estigma. Las células de la 

teca interna secretan prostaglandinas que estimulan la contracción de las células musculares 

lisas de la teca externa lo que da lugar a la ruptura de la pared folicular en la zona del estigma 

(Silverthorn, 2008). 

Después de la ovulación, el folículo post ovulatorio se reorganiza y forma el cuerpo lúteo, una 

estructura endocrina temporal. Después de la ruptura folicular los capilares y los fibroblastos 

del estroma circundante proliferan y penetran la membrana basal (proceso guiado por factores 

angiogénicos). El cuerpo lúteo está formado por las células de la granulosa-luteínicas que se 

entremezclan con las células teco-intersticiales circundantes y la vasculatura. Durante la fase 

post-ovulatoria, el cuerpo lúteo es la principal fuente de hormonas sexuales secretadas por el 

ovario (Yeh y Adashi, 2001). En la mujer, la vida funcional del cuerpo lúteo es de 12 a 14 días, 

mientras que en la rata, la fase lútea dura de 2 a 3 días (Freeman, 1994).  

La mayoría de los folículos ováricos no alcanzan la etapa ovulatoria, éstos entran en un proceso 

natural de degeneración llamado atresia (Rosales, 1998). En los mamíferos, la atresia comienza 

en la etapa embrionaria y continúa durante toda la vida reproductiva (Peters, 1975).  



La inervación del ovario en la persistencia del síndrome de ovario poliquístico 

Julieta Azucena Espinoza Moreno 

 

4 
 

La síntesis de las hormonas esteroides comienza a partir del colesterol y su transformación a 

pregnenolona. En el ovario se sintetizan progesterona (P4), testosterona (T) y estradiol (E2) a 

partir del colesterol (Figura 1), el cual llega al ovario por la circulación sanguínea, o se sintetiza  

a partir del acetato o bien del que está almacenado en forma de ésteres en las células de la teca 

interna. El rompimiento de la cadena lateral del colesterol, es el primer paso en el proceso de 

síntesis de las hormonas esteroides y es catalizado por el complejo enzimático del citocromo P-

450scc (Straus y Hsue, 2000). Esta reacción se lleva a cabo en la membrana interna de las 

mitocondrias de las células de la teca y es mediada por la proteína reguladora aguda de la 

esteroidogénesis (StAR), que transfiere el colesterol al interior de la mitocondria (Hu y col., 

2010).   
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Figura 1. Esquema que muestra las rutas para la biosíntesis de las hormonas esteroides (Tomado de 

Tresguerres, 1999). 

 

Δ4 

Δ5 
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A partir de la pregnenolona  hay dos vías biosintéticas diferentes, la vía delta-4 y la delta-5, las 

cuales se diferencian en que en la vía delta-4 el doble enlace se establece entre C-4 y C-5, 

mientras que en la vía delta-5 el doble enlace se produce entre C-5 y C-6. A partir de estas dos 

vías se sintetizan andrógenos. En el ovario la síntesis de andrógenos sigue principalmente la vía 

delta-4, mientras que la vía delta-5 ocurre en la glándula adrenal (Tresguerres, 1999). La acción 

de la enzima aromatasa sobre los andrógenos, da lugar a la biosíntesis de los estrógenos que se 

caracterizan porque el anillo A es un benceno. La síntesis de las enzimas que participan en la 

esteroidogénesis es estimulada por las gonadotropinas (Waterman y Keeney, 1996). 

 

Inervación del ovario 

El ovario está inervado por neuronas del sistema nervioso periférico, las cuales llegan a los 

diferentes componentes estructurales del ovario y mediante la liberación de neurotransmisores 

regulan el flujo sanguíneo, el desarrollo folicular, la ovulación y la secreción de hormonas.  

 

La inervación simpática del ovario está compuesta por neuronas que sintetizan catecolaminas y 

neuropéptido Y (NPY) (Dissen y Ojeda 1999). Las fibras sensoriales del ovario utilizan como 

neurotransmisores a la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que codifica la 

calcitonina (CGRP) (Dees y col., 1995; Klein y Burden 1988). Una pequeña parte de la 

inervación es de naturaleza parasimpática (Dissen y col., 1999), formada por fibras 

posganglionares colinérgicas (Dissen y col., 2004).   
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La mayor parte de la inervación del ovario se origina en neuronas localizadas en la cadena 

paravertebral. Las fibras simpáticas preganglionares se originan en los segmentos torácico 

inferior y lumbar superior de la médula espinal (T11-L4) y hacen sinapsis en los ganglios 

celiaco y mesentérico superior (Dissen y Ojeda 1999). La porción parasimpática se origina en el 

nervio vago y la inervación sensorial se origina en los  ganglios de la raíz dorsal de los 

segmentos torácico inferior (T9-T11) y lumbar superior (L2-L4) y en el ganglio nodoso del 

vago (Gerendai y col., 2005).  

 

Las fibras simpáticas llegan al ovario por el nervio ovárico superior (NOS) y el nervio del plexo 

ovárico (PO). El NOS se localiza en el ligamento suspensorio ovárico, ingresa al órgano por el 

hilio y llega a las células de la teca de los folículos y a la glándula intersticial. Además de fibras 

catecolaminérgicas, el NOS está formado por fibras que sintetizan péptido intestinal vasoactivo 

(VIP) (Garraza  y col., 2004), óxido nítrico (Casais y col., 2007) y kispeptina (Ricu y col., 

2012). El PO transcurre asociado a la arteria ovárica e inerva principalmente los vasos 

sanguíneos  (Lawrence y Burden, 1980). La inervación parasimpática que llega al ovario es 

proporcionada por neuronas colinérgicas posganglionares, que posiblemente alcanzan al ovario 

a través de ramas vagales y por ramas del plexo hipogástrico que contribuyen al PO (Burden y 

Lawrence., 1978). 

 

En la rata, el desarrollo de la inervación catecolaminérgica ocurre previo al nacimiento 

(Malamed y col., 1992), antes de que inicie la foliculogénesis, mientras que  la inervación por 

fibras NPY positivas se observa a partir del día 12 post-natal (Allen y col., 1989). Estudios in 
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vitro muestran que en los ovarios de ratas de 2 días de edad, el VIP y la NA estimulan la 

síntesis de receptores a la FSH (Mayerhofer y col., 1997).  

El desarrollo y mantenimiento de la inervación dependen de la unión de factores de 

crecimiento, neurotrofinas, a sus receptores de membrana. Algunas de estas neurotrofinas son: 

el factor de crecimiento neural (NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF),  la 

neurotrofina-3 y la neurotrofina 4/5 (Dissen, 2009). Las neurotrofinas estimulan la 

diferenciación y sobrevivencia de poblaciones neuronales en el sistema nervioso central y 

periférico (Snider, 1994). En el ovario, las neurotrofinas y sus receptores se expresan desde la 

vida fetal antes de que se inicie la formación de los folículos (Dissen, 2009). 

La participación de la inervación en la regulación de las funciones del ovario se ha analizado 

por los efectos de fármacos que actúan como agonistas o antagonistas de los neurotransmisores; 

mediante la sección de los paquetes nerviosos que llegan al ovario (denervación quirúrgica) o 

por la inyección de neurotóxicos (denervación farmacológica).  

El ovario recibe NA a partir de tres fuentes: la que proviene de la inervación, vía el NOS y el 

PO, la que llega por el torrente sanguíneo desde las adrenales y la que es sintetizada por el 

propio ovario. El NOS se considera como el principal aporte noradrenérgico que llega al ovario 

(Aguado y Ojeda., 1984). Lo anterior ha sido evaluado mediante la sección uni o bilateral del 

nervio. La sección bilateral del NOS en ratas de 24 días resultó en una menor concentración de 

NA ovárica 7 días después de realizada (Aguado y Ojeda., 1984). Resultados semejantes se 

observan cuando la sección unilateral o bilateral del NOS se realizó en ratas de 16 o 34 días de 
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edad y se evaluó la concentración de NA, 24 o 72 horas después de la denervación (Chávez y 

col., 1994). 

El grupo de Zhang (2010) mostró que en los ovarios de ratas de dos días de edad sometidas a la 

sección bilateral del NOS y evaluados a los 30 o 90 días de vida, el número de folículos antrales 

fue menor que en el grupo control, mientras que el porcentaje de atresia folicular fue mayor. 

Además, la inyección de PMSG y hCG en animales de 30 días con sección del NOS, el número 

de ovocitos liberados fue menor que en los no denervados, mientras que, a los 90 días el 

número de cuerpos lúteos observados fue semejante. Lo anterior permitió a los autores sugerir 

que el NOS es fundamental para que el ovario responda a las gonadotropinas antes de la 

pubertad, mientras que en la edad adulta no es necesario para la ovulación.  

Chávez y col., (1991) mostraron que en la rata adulta, 20 días después de la sección bilateral del 

NOS o del nervio derecho, la respuesta ovulatoria fue menor que en el grupo control. En los 

animales con sección unilateral del NOS, el tratamiento con gonadotropinas restableció la 

respuesta ovulatoria en el ovario inervado, lo que no ocurrió en los animales con sección 

bilateral. A partir de estos resultados, los autores apoyan la idea de que la inervación modula la 

reactividad de los compartimentos ováricos a las gonadotropinas.  

En la rata prepúber, los efectos de la sección del NOS sobre el número de ovocitos liberados, 

depende de la edad en que se realice la denervación (Morales y col., 1993).   

En la rata adulta la sección del NOS realizada en la mañana o la tarde del día del proestro, 

resultó en una menor concentración de progesterona y estradiol. El mismo procedimiento 

realizado en la mañana del día del estro no modificó las concentraciones de estas hormonas 
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(Aguado y Ojeda., 1984). Estos resultados nos sugieren que la participación de la inervación en 

la regulación de la secreción hormonal ovárica, varía durante el ciclo estral. 

La sección bilateral del NOS, en ratas de cuatro días de edad y evaluadas a los 30, 41 o 60 días 

de vida, la concentración de estradiol fue mayor a la del grupo control, mientras que la de 

progesterona fue similar. La concentración de androstenediona fue mayor que en los controles 

en  los animales sacrificados a los 30 días, pero menor en los animales de 40 días y similar en 

los estudiados a los 60 días sacrificados en diestro 2 (Forneris y col., 2002). 

Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que en la rata prepúber de 32 día de edad, 

los efectos de la sección unilateral del NOS, sobre la secreción de hormonas esteroides, 

dependen de la hormona en estudio, del NOS seccionado y del tiempo trascurrido entre la 

cirugía y la autopsia.  Estos resultados nos sugieren que los mecanismos que regulan la síntesis 

de cada hormona no son regulados por las mismas señales (Morales-Ledesma y col., 2012).  

Tomados en conjunto los resultados descritos nos sugieren que la regulación de la ovulación y 

secreción de hormonas esteroides por el NOS dependen de la edad en la cual se realizó la 

denervación, del tiempo de evolución entre la cirugía y la autopsia y del parámetro analizado.  

El síndrome del ovario poliquístico (SOPQ) en la mujer 

El SOPQ es un trastorno endocrino-metabólico que afecta del 6 al 20% de las mujeres en edad 

reproductiva (de los 12 a los 45 años) (Tsilchorozidou y col., 2004; Goodarzi y col., 2011; 

Mirabolghasemi y Kamyab, 2017). En 1925 Stein y Leventhal describieron la existencia de 

mujeres adultas que presentaban un cuadro clínico caracterizado por la presencia de ovarios 
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poliquísticos, amenorrea, oligomenorrea, hirsutismo y obesidad. A este síndrome se le conoció 

por muchos años como síndrome de Stein y Leventhal. A partir de 1957 se le describe como 

SOPQ (Keettel y col., 1957). Debido a la heterogeneidad del síndrome, en años posteriores se 

describieron otras alteraciones vinculadas con el SOPQ, y se establecieron criterios para su 

mejor diagnóstico.  

 

Los primeros criterios fueron establecidos en 1990 por el “National Institute of Child Health 

and Human Development of the US National Institutes of Health” donde se incluye la presencia 

de hiperandrogenismo clínico o bioquímico y oligoanovulación crónica (Zawadzki JK Dunaif 

A, 1992).  

 

En 2003, en la conferencia de Rotterdam, mediante un consenso en el que participó la 

“European Society for Human Reproduction and Embryology” y la “American Society for 

Reproductive Medicine” se determinó que se requiere la presencia de al menos dos de las 

siguientes tres características: hiperandrogenismo clínico o bioquímico, disfunción ovulatoria 

crónica o presencia de ovarios poliquísticos. De acuerdo con este consenso incrementó el 

número de pacientes diagnosticadas con SOPQ.  

 

Finalmente, en 2006 la “Androgen Excess & Polycysic Ovarian Syndrome Society” estableció 

que un diagnóstico conciso del síndrome debe basarse en la presencia de hiperandrogenismo 

clínico o bioquímico en combinación con disfunción ovárica (que puede incluir disfunción 

ovulatoria crónica o presencia de ovarios poliquísticos).  
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Dado que el uso indistinto de los criterios de diagnóstico del SOPQ resultó en confusión en la 

práctica clínica, en 2012 el “US National Institutes of Health” organizo un taller donde se 

recomendó el uso de los criterios propuestos en 2003, por ser más amplios, acompañado de una 

detallada descripción del fenotipo del síndrome, los siguientes fenotipos fueron recomendados: 

fenotipo A: hiperandrogenismo clínico o bioquímico con disfunción ovulatoria crónica y 

ovarios poliquísticos; fenotipo B: hiperandrogenismo clínico o bioquímico con disfunción 

ovulatoria crónica; fenotipo C: hiperandrogenismo clínico o bioquímico con ovarios 

poliquísticos; fenotipo D: disfunción ovulatoria crónica y presencia de ovarios poliquísticos.  

 

En el caso de las adolescentes, se debe tener en cuenta que a partir de la menarca y antes de los 

18 años, existe un período de transición hormonal y reproductiva, por lo que en algunas niñas 

se pueden presentar claramente las características del síndrome y en otras los signos son muy 

sutiles, lo que solo sugiere la presencia del síndrome (Lizneva y col., 2016). 

 

En condiciones normales, el incremento en la frecuencia de los pulsos de GnRH estimula la 

síntesis de LH, mientras que las frecuencias bajas estimulan la de FSH. En el SOPQ, el 

incremento en la relación LH:FSH se explica por el aumento en la frecuencia y amplitud de los 

pulsos de GnRH lo que resulta en la mayor síntesis de la cadena beta de la LH (Haisenleder, 

1994). En la clínica no se utiliza la concentración de LH como indicativo del SOPQ, ya que 

muchas de las pacientes no presentan el incremento en la concentración de la hormona, ni 

presentan cambios en la relación LH:FSH. Por lo anterior, el National Institute of Child Health 

and Human Development no considera los parámetros anteriores como determinantes para el 

diagnóstico del SOPQ (Arrollo y col., 1997).  
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En algunas pacientes con SOPQ, los ovarios incrementan de tamaño y están rodeados de una 

cápsula engrosada y desprovista de vascularización. En ocasiones se observa un cuerpo lúteo o 

un cuerpo albicans. Los quistes por lo general presentan hiperplasia de las células de la teca y 

pocas capas de células de la granulosa (Almahbobi y col., 1996; Azziz y col., 2009). En las 

células de la teca hay incremento en la actividad esteroidogénica e hipofunción en las células de 

la granulosa (Erickson y col., 1979; Ehrmann y col., 1995; Franks, 1995). 

 

Un alto porcentaje de mujeres con el SOPQ presentan alteraciones metabólicas como obesidad, 

resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, lo que aumenta el riesgo de desarrollar diabetes 

mellitus tipo II, hipertensión, enfermedades cardiovasculares o cáncer de endometrio 

(Tsilchorozidou y col., 2004).   

 

Para explicar el origen del SOPQ, se proponen varias hipótesis: 

 La desregulación en la vía hipotálamo-hipófisis.  

 La desregulación en el ovario.  

 El incremento en la actividad nerviosa simpática del ovario 

 

De acuerdo con la Sociedad de Exceso de Andrógenos y la Sociedad del SOPQ, el diagnóstico 

del síndrome requiere la confirmación de hiperandrogenismo (ya sea clínico o bioquímico), 

acompañado de trastornos menstruales (oligomenorrea, amenorrea o anovulación) o la 

presencia de ovarios con más de 10 quistes por ovario (Azziz y col., 2006). 
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Modelos experimentales para inducir el SOPQ 

Pfeiffer (1936) mostró que el trasplante de testículos en la rata hembra recién nacidas inhibe la 

ovulación. El grupo de Barraclough y Gorski (1961) mostró que en la rata hembra, la inyección 

de andrógenos produce alteración en el ciclo estral, caracterizados por estro vaginal persistente, 

formación de quistes, hipertrofia del tejido intersticial ovárico e infertilidad. Estos estudios 

mostraron que en la rata hembra, los andrógenos producen efectos permanentes sobre los 

mecanismos hipotalámicos que regulan la secreción de gonadotropinas en la etapa adulta, por lo 

que los autores lo llamaron síndrome anovulatorio con estro vaginal persistente.   

 

A partir de las evidencias anteriores, se ha utilizado la inyección de hormonas esteroides para 

inducir anovulación, aciclicidad o la formación de quistes ováricos que se desarrollan  en 

algunas patologías como en el SOPQ.  

 

Actualmente los métodos más usados para inducir el SOPQ en roedores han sido mediante 

inyecciones de andrógenos (Ota y col., 1983; Wu y col., 2010), estrógenos (Brawer y col., 

1986; Lara y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010), inhibidores de la aromatasa, como el 

letrozol (Manneras y col., 2007) o mediante la exposición a algunos estresores (Paredes y col., 

1998; Dorfman y col., 2003; Araya y col., 2004; Bernuci y col., 2008; Dorfman y col., 2009). 

Actualmente no hay un consenso sobre cuál de los modelos reproduce mejor la patología, ya 

que cada una induce características muy particulares que otros modelos no reproducen. 
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Efecto de la inyección de andrógenos  

 

Dado que en el SOPQ la concentración de andrógenos es muy elevada, para inducir el síndrome 

se ha usado la inyección de andrógenos de vida media larga como el propionato de testosterona 

(PT)(Ota y col., 1983; Sotomayor-Zárate y col., 2011) o la inyección diaria de testosterona o 

dihidrotestosterona (DHT) (Feng y col., 2009; Wu y col., 2010). 

 

Según Wu y col. (2010), el SOPQ es el resultado del incremento en la concentración de 

andrógenos desde la vida intrauterina. Los autores mostraron que la inyección de 3mg de T 

libre o de DHT (andrógeno no aromatizable) a ratas preñadas del día 16 al 19 de gestación, da 

como resultado que las hembras nacidas de esas madres presenten ciclos estrales irregulares, 

mayor concentración sérica de P4, T, E2 y LH que los animales nacidos de madres no tratadas. 

La frecuencia y amplitud de los pulsos de LH fueron mayores que los controles, sin que se 

observaran  modificaciones en la concentración de FSH. En los ovarios, el número de folículos 

preantrales y antrales fue mayor que en los controles, y menor el de folículos pre ovulatorios y 

cuerpos lúteos.  La distancia de la región anogenial fue mayor que en los controles y menor el 

número de pezones. 

 

Ota y col., (1983) mostraron que en ratas de 40 días de vida, el tratamiento con 1.25mg de PT 

iniciado a los 5 días de vida, incrementó la concentración de prolactina (un tercio de las mujeres 

con SOPQ tiene hiperprolactinemia), LH, T y E2, sin modificar la concentración de FSH. 

Veinte días después del tratamiento con PT, observaron en el ovario la formación de quistes 

foliculares, folículos atrésicos y luteinización de las células de la teca, lo cual fue más evidente 

40 días después del tratamiento con PT (Figura 2). 
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Figura 2. Las imágenes de la izquierda muestran ovarios de ratas control y a la derecha, de ovarios 

de ratas tratadas con PT y sacrificadas 20 o 40 días post-tratamiento (Tomado de Ota y col., 1983). 

 

Beloosesky y col. (2004) mostraron que en ratas de 42 días de vida, la inyección de 1mg/100g 

de peso corporal de PT del día 21 al 35 de vida, resultó en la formación de quistes foliculares, 

ausencia de cuerpos lúteos y la concentración de P4 fue menor que la de los control. Los autores 

sugieren que la inyección de PT en ratas inmaduras puede producir ovarios poliquísticos y 

bloquear la ovulación. 

 

 

40 días post- tratamiento Control 

20 días post- tratamiento Control 
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Efectos de la inyección de estrógenos  

 

Estudios de Brawer mostraron que en las ratas adultas inyectadas con VE los ciclos estrales se 

caracterizan por presentar varios días continuos la fase de estro vaginal, en los ovarios se 

presentan estructuras quísticas grandes llenas de fluido folicular, formadas por la membrana 

basal, una delgada capa de células de la granulosa e hipertrofia de la teca interna (Brawer y col., 

1978; Brawer y col., 1986; Hemmings y col., 1983). En algunos estudios se ha reportado que la 

capa de células de la teca que rodean a los quistes parece estar luteinizada (Schulster y col., 

1984). La mayoría de los autores describen ausencia de cuerpos lúteos (Hemmings y col., 1983; 

Schulster y col., 1984; Lara y col., 1993). En animales inyectados con VE en la etapa adulta, la 

concentración plasmática de androstenediona, dehidroepiandrostendiona o T evaluadas 4, 5 o 6 

semanas posteriores a la inyección del estrógeno fueron semejantes a los controles (Brawer y 

col., 1986; Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Stener-Victorin y col., 2000). Los efectos de 

la inyección de VE sobre la concentración de LH, dependen del modelo de estudio. Brawer y 

col., (1978) observaron que la concentración de LH es mayor que la del grupo control, aunque 

en otros estudios muestran que es menor, y no observaron modificaciones en  la concentración 

de FSH (Brawer y col., 1986; Hemmings y col., 1983 Shulster y col., 1984).  

 

Morales-Ledesma y col., (2010) mostraron que en la rata adulta inyectada con VE en la etapa 

infantil, los ciclos estrales se caracterizan por presentar estro vaginal constante, las 

concentraciones plasmáticas de progesterona y estradiol fueron semejantes a las de su grupo 

control y la de testosterona fue mayor. Las diferencias encontradas entre los estudios de Brawer 

y de Morales-Ledesma podrían ser explicadas por la edad en que los animales se inyectaron con 

VE. 
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En la rata adulta, se ha mostrado que el implante subcutáneo de E2 en cápsulas de silastic, lo 

que permite la liberación crónica de la hormona, resulta en la presencia de estros vaginales 

constantes. Los ovarios desarrollan quistes caracterizados por hipertrofia en las células de la 

teca interna y son de menor tamaño a los reportados por la inyección del VE.  

 

En algunos animales el patrón de secreción de LH y FSH fue en pulsos pequeños y frecuentes, 

mientras que en otros los pulsos fueron grandes con menor frecuencia, a diferencia de lo 

reportado en los animales inyectados con VE donde los pulsos son pequeños y en mayor 

frecuencia. Debido a que los quistes producidos por los implantes de estradiol son similares a 

los de mujeres con el síndrome de Stein-Levanthal, los autores proponen que este es un buen 

modelo para el estudio de la enfermedad quística ovárica (McCarthy y Brawer., 1990). 

 

Pinilla y col., (1993) mostraron que la inyección de 100 g de BE a ratas hembra de 1 día de 

nacidas resulta en una menor concentración de LH y FSH que las de sus controles, mientras que 

la de prolactina fue mayor a los 2, 5, 8, 10 o 15 días después del tratamiento. En otro grupo de 

ratas, el mismo tratamiento con BE adelantó la edad de canalización de la vagina, los ciclos 

estrales se alternaban por periodos de estro o diestro constante y no se observó ovulación 

espontánea en la vida adulta. Efectos semejantes sobre la canalización de la vagina y la 

ovulación han sido observados por la inyección de VE. Una de las limitaciones que tiene este 

modelo es la vida media corta del BE, y su administración debe ser frecuente.  
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Efecto de la inyección de letrozol (inhibidor de la aromatasa) 

 

Diversos autores han mostrado la presencia de las enzimas aromatasas en diversos tejidos 

(Corbin y col., 1999; Blakemore y Naftolin., 2016). Algunos estudios muestran que la 

disminución de la actividad de la aromatasa resulta en un ambiente hiperandrogénico, lo cual 

podría facilitar el desarrollo del SOPQ (Kafali y col., 2004; Xu y col., 2017).  

 

El letrozol es un compuesto no esteroideo, que bloquea la actividad de la aromatasa y por lo 

tanto la conversión de testosterona a estradiol (Kafali y col., 2004; Manneras y col., 2007; Xu y 

col., 2017). 

 

La inyección por 21 días de 0.1, 0.5 o 1 mg/kg de letrozol a ratas adultas, resultó en la 

interrupción del desarrollo de los folículos ováricos, el aumento en el número de folículos 

atrésicos, la formación de quistes, menor  concentración de P4 y E2 y mayor de T y LH (Kafali 

y col., 2004). Cuando el letrozol se administra mediante un implante subcutáneo de liberación 

continua (90 días), las ratas presentan citología vaginal con diestros persistentes, formación de 

ovarios poliquísticos, hiperandrogenismo, incremento del peso corporal (Manneras y col., 

2007). Por lo anterior, los autores concluyen que la administración del letrozol, es un modelo 

adecuado para inducir las características del SOPQ. 

 

Exposición a estrés 

 

En ratas adultas, la exposición crónica a estrés por frío induce el desarrollo de algunas 

características del SOPQ, lo cual depende del periodo en que los animales fueron sometidos al 
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estrés. En las ratas expuestas al frío por 3 semanas se interrumpe la ciclicidad estral, los 

animales desarrollan hiperandrogenismo, hay formación de prequistes e incremento en la 

concentración de NA en el ganglio celiaco (Paredes y col., 1998). A las 4 semanas de 

exposición al estrés incrementa la concentración de NA en el ovario (Dorfman y col., 2003). 

Cuando el periodo de estrés es de 8 semanas se observó hiperandrogenismo, formación de 

quistes, disminución del número de ovocitos presentes en los oviductos, mientras que la 

concentración de NA en el ganglio celiaco o en el ovario fue semejante a sus controles (Bernuci 

y col., 2008).  

 

Debido a que el modelo de las rata expuestas a estrés por frío desarrollan características 

semejantes a las observadas en el modelo de la rata inyectada con VE, los autores han sugerido 

que el mecanismo por el que el estrés regula el desarrollo del SOPQ podría ser semejante al 

planteado en la rata inyectada con VE, donde el aumento en la actividad simpática se considera 

como el factor clave en el desarrollo del SOPQ (Lara y col., 1993).  

 

Lambert (1975) mostró que la exposición de ratas albinas de 21 días de vida, a luces encendidas 

de manera permanente durante 12 semanas, presentaron estros vaginales continuos, 

disminución del peso de los ovarios y anovulación. Baldissera y col., (1991) mostraron que en 

ratas adultas, la exposición a luz continua por 74 días, resulta en el desarrollo de quistes 

foliculares, ausencia de cuerpos lúteos, la concentración de E2 fue mayor que la de su control y 

menor la de FSH y P4. En ratas de 8 semanas de vida la exposición a luz constante por 15 

semanas, resulta en la interrupción del desarrollo de los folículos, el incremento en la atresia 
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folicular, la formación de quistes caracterizados por el engrosamiento en la capa de células de la 

teca y la ausencia de cuerpos lúteos (Salvetti y col., 2004).  

 

A pesar de que en estos estudios la exposición a luz constante induce algunas de las 

características del SOPQ, dado que no se cuantificó la cantidad de andrógenos, no se cuenta con 

información sobre la principal característica que se toma para el diagnóstico del SOPQ.  

Síndrome del ovario poliquístico e inervación simpática 

En los ovarios de la rata adulta, la inyección de VE incrementa la concentración de NGF y de 

su receptor de baja afinidad, el p-75 (Lara y col., 2000). El NGF es sintetizado en las células de 

la teca interna de los folículos (Dissen y col., 1996). La unión del NGF al receptor p-75 

localizado en el botón terminal de las fibras simpáticas (Anesetti y col., 2009), desencadena una 

señal retrograda hasta el núcleo del soma neuronal que se ubica en el ganglio celiaco. Estas 

señales aumentan la expresión de la tiroxina hidroxilasa (TH). El incremento en la TH resulta 

en la mayor síntesis de NA, la que llega al ovario a través de las fibras simpáticas, hecho que se 

interpreta como una mayor actividad de las fibras.     

 

Según varios autores, el SOPQ se origina en respuesta a un mayor tono simpático del ovario 

(Lara y col., 1993; Sotomayor-Zarate y col., 2008), ya que en animales con el SOPQ, inducido 

por la inyección de VE, la sección bilateral del NOS, reduce la concentración de NA ovárica y 

los animales ovulan espontáneamente (Barria y col., 1993; Rosa-e-silva y col., 2003). La 

sección unilateral del NOS, resulta en la recuperación de la ovulación por el ovario inervado a 

pesar de que la concentración de NA en dicho ovario sigue siendo mayor que en el grupo 
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control. A partir de esos resultados los autores sugieren que el SOPQ es algo más que el 

resultado del incremento en la actividad nerviosa simpática de los ovarios (Morales-Ledesma y 

col., 2010).  

 

Aunado al incremento en NA, en la rata con SOPQ inducido con VE, se ha observado que la 

concentración de VIP es mayor que la de los animales control, además cuando los ovarios de 

ratas con SOPQ son puestos en cultivo en presencia de VIP, incrementa la concentración de 

andrógenos y estrógenos en el medio de cultivo (Parra y col., 2007).  

 

Dado que NA y VIP llegan al ovario a través del NOS, la sección quirúrgica del NOS no deja 

totalmente claro si el restablecimiento de la función ovularía en animales con SOPQ se produjo 

por la disminución de NA. Dado que la guanetidina es un neurotóxico exclusivo de fibras 

noradrenérgicas su uso como una herramienta farmacológica nos permite eliminar el aporte 

noradrenérgico y no el peptidérgico  (Manning y col., 1983).  

Sulfato de Guanetidina (GTD) 

La GTD es un miembro de la familia guanidium, que es utilizado en la clínica como 

antihipertensivo. La GTD es capturada mediante la bomba de recaptura de las catecolaminas y 

almacenada en las neuronas simpáticas. Dentro de las neuronas NAérgicas, la GTD desplaza a 

la NA de las vesículas de almacenamiento en las terminaciones nerviosas y de este modo 

bloquea la liberación de NA endógena (Figura 3). La GTD suprime las respuestas mediadas por 

los receptores  y β-adrenérgicos sin ocasionar un bloqueo parasimpático. El bloqueo simpático 

produce una reducción del ritmo cardíaco y de la presión arterial supina (Katzung y col., 2010).  
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En ratas recién nacidas o adultas, la inyección crónica de altas concentraciones de GTD (50 

mg/kg de peso) causa destrucción de las neuronas simpáticas periféricas. Esta destrucción se 

explica por la acumulación del fármaco dentro de la neurona, por lo que se le ha utilizado para 

analizar el papel de las catecolaminas en la regulación de diferentes mecanismos fisiológicos. 

Este compuesto no se acumula en otros tipos de neuronas periféricas como las colinérgicas y 

sensoriales (Burnstock y col., 1971; Manning y col., 1983; Johnson  y Manning 1984).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema del mecanismo de acción de la guanetidina sobre los sistemas de neurotransmisión 

dopaminérgico y noradrenérgico. DA: dopamina; NA: noradrenalina (Modificado de Robledo 2008). 

 

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el efecto citotóxico de la GTD, entre los que 

se encuentra la inhibición de la fosforilación oxidativa, la inhibición del transporte retrogrado 

del NGF y la inhibición de la biosíntesis de las poliaminas. Otros autores han asociado la 

destrucción de la neurona NAérgica con mecanismos inmunológicos (Manning y col., 1982).  

GTD 

Bomba de  
recaptura de  

catecolaminas 
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Estudios de ultaestructura de barrido electrónico muestran que la inyección de GTD provoca 

cambios en la arquitectura del ganglio cervical superior, dados por la dilatación de las 

mitocondrias, así como ruptura y perdida de las crestas (Figura 4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Micrografías electrónicas de secciones del ganglio cervical superior de ratas control de 6 días de edad 

(izquierda) o inyectadas con GTD (derecha) (Tomada de Angeletti y col., 1972). 

 

El uso de la GTD como herramienta para el estudio de la regulación de las funciones 

ováricas 

Los efectos de la inyección sistémica de GTD permiten analizar la modulación que ejerce la 

NA sobre las funciones del ovario. En la cobaya recién nacida la denervación con tres dosis de 

GTD (20mg/kg de pc) disminuye el contenido de NA ovárica a valores menores a 50pg, cuando 

se sacrificaron 24 horas después de la última dosis de GTD (Riboni y col., 1998).  En la rata de 

Control GTD 
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3, 12 o 18 meses de edad, la inyección consecutiva de GTD (20mg/kg de pc) por 8 días, 

disminuye la concentración de NA ovárica a valores no detectables, cuando los animales se 

sacrificaron al finalizar el tratamiento con GTD (Chávez-Genaro y col., 2007), mientras que en 

la rata de 7 días de vida, la inyección crónica de GTD (50mg/kg de pc) por 3 semanas 

disminuyó en los ovarios el número de fibras inmunoreactivas a TH, cuando los animales se 

sacrificaron al primer diestro vaginal (Lara y col., 1990).  

 

En la rata la inyección crónica de GTD del día uno de vida hasta el primer estro vaginal o en la 

rata adulta durante 30 días (sacrificadas en estro vaginal), no modificó el porcentaje de 

animales ovulantes. En los animales sacrificados al primer estro vaginal el número de ovocitos 

liberados fue mayor que el de su grupo control y menor en los animales tratados en la etapa 

adulta. A partir de estos resultados, los autores sugieren que la inervación noradrenérgica regula 

la reactividad de los folículos a las gonadotropinas de manera inhibitoria en la etapa prepúber y 

estimulante en la etapa adulta (Flores y col., 1990).  

 

La estimulación gonadotropica, por la inyección de PMSG + hCG, en el día 15 de vida, no 

indujo la ovulación en animales denervados con GTD a partir del día uno de vida y hasta el 

primer estro vaginal. Cuando las gonadotropinas se inyectaron a los 18 o 21 días de vida, la 

respuesta ovulatoria en los animales denervados fue mayor que en los controles. A partir de 

estos resultados, los autores sugieren que al final de la etapa infantil, la inervación simpática del 

ovario modula de manera inhibitoria la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas (Flores y 

col., 1998).  
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En la rata la denervación con GTD del día 7 de vida al primer diestro vaginal retrasó la edad de 

apertura vaginal (Lara y col., 1990), mientras que en la cobaya prepúber, la inyección de GTD 

iniciada al nacimiento o al día 10 la adelantó (Riboni y col., 1998).  

 

Riboni y col., (1998) mostraron que en cobayas denervadas con GTD al nacimiento o a los 10 

días de vida y sacrificadas en la fase folicular tardía, no se modificó la concentración de 

estradiol, pero la de progesterona fue mayor que la de su grupo control. En aquellas cobayas 

con denervación al nacimiento y sacrificadas en la fase lútea tardía, la concentración de 

estradiol fue mayor que su control, mientras que la concentración de progesterona fue menor en 

ambos grupos denervados. A partir de estos resultados los autores indican que el aumento en 

estradiol se puede explicar por el incremento en el número de folículos sanos observados en los 

ovarios de estos animales y que la inervación noradrenérgica del ovario regula de manera 

estimulante las funciones del cuerpo lúteo.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En la mujer, el SOPQ es una patología caracterizada por hiperandrogenismo, la formación de 

quistes ováricos o anovulación, alteraciones que en la mayoría de los casos se acompañan de 

infertilidad. El SOPQ es un problema de salud pública ya que se calcula que entre el 6 y el 20% 

de las mujeres en edad reproductiva presentan la patología. El alto índice de obesidad que se 

observa en la actualidad hace pensar que la incidencia del SOPQ aumente, por ello es 

importante diseñar modelos experimentales que permitan estudiar los factores involucrados en 

el desarrollo y la persistencia del síndrome.  

 

Uno de los modelos experimentales más utilizados para inducir el SOPQ es mediante la 

inyección de una dosis de VE a ratas prepúberes o adultas, que además de reproducir las 

características morfológicas y hormonales que caracterizan al síndrome, resulta en un 

incremento de la actividad nerviosa simpática.  

 

En la rata con SOPQ inducido por la inyección de VE, la sección del NOS restablece la 

ovulación y normaliza la secreción de testosterona. Si bien el restablecimiento de las funciones 

ováricas se ha explicado por la disminución del aporte noradrenérgico que llega a los ovarios, la 

sección del NOS también reduce la entrada al ovario de otros péptidos, que pueden participar en 

el desarrollo del SOPQ.  

 

Dado que la sección del NOS no permite asegurar que el restablecimiento en las funciones del 

ovario observadas en la rata con VE sea exclusivamente por la reducción de NA, es posible que 
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el bloqueo específico de la inervación noradrenérgica del ovario o sistémico, pueda revertir 

alguno o todos los componentes del SOPQ.  

 

Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la eliminación farmacológica de las 

fibras catecolaminérgicas en el modelo de la rata inyectada con VE en el periodo infantil, 

inducida por la inyección crónica con guanetidina, fármaco que destruye las fibras 

noradrenérgicas periféricas, sobre la ovulación y la concentración de hormonas esteroides 

ováricas. Para comprobar la capacidad de la GTD para eliminar las fibras catecolaminérgicas se 

determinó la expresión de la TH en los ovarios de animales tratados y no tratados con GTD.   

 

Para estudiar la participación de la inervación catecolaminérgica en el modelo de la rata 

inyectada con VE, diseñamos cuatro experimentos: 1) Para analizar si la denervación 

farmacológica evita la hiperactividad simpática inducida por el VE, se realizó la denervación 

catecolaminérgica del día 7 al 27 de vida; 2) En otro grupo una vez inyectado el VE, se analizó 

si la denervación catecolaminérgica evitaba la hiperactividad simpática, para ello, la 

denervación se realizó del día 14 al 34 de vida; 3) En otro modelo, se dejó trascurrir la vida 

media del VE (15 días) y se observó si la denervación realizada del día 29 al 49 de vida evitaba 

el desarrollo del SOPQ; 4) Para analizar si una vez inducido el SOPQ, la denervación es capaz 

de revertir el hiperandrogenismo y la anovulación, ratas con el SOPQ fueron inyectadas con 

GTD del día 70 al 90. En todos los animales la ovulación y secreción de hormonas esteroides se 

evaluó a los 90-94 días de vida, en el día del estro vaginal. 
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HIPÓTESIS 

 

Si en la rata hembra la administración de VE incrementa la actividad de las neuronas 

noradrenérgicas, lo cual estimula el desarrollo del SOPQ, entonces la eliminación del aporte 

catecolaminérgico por la inyección crónica con GTD, antes o después del tratamiento con VE, 

prevendrá o revertirá el desarrollo del SOPQ en la rata adulta. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar en la rata hembra adulta, los efectos de la eliminación del aporte catecolaminérgico 

periférico producido por la inyección diaria de GTD, antes o después de la inyección de VE, 

sobre la ovulación y la concentración sérica de hormonas esteroides. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1) Analizar los efectos de la eliminación química de las fibras catecolaminérgicas 

periféricas, por la inyección crónica de GTD, del día siete al 27 de edad, inyectados con 

VE a los 14 días de edad, sobre la ovulación espontánea y las concentraciones de 

progesterona, testosterona y estradiol, cuando la rata alcanza la etapa adulta (90-94 

días).  

 

2) Analizar en la rata inyectada con VE a los 14 días de edad, los efectos de la eliminación 

química de las fibras catecolaminérgicas periféricas, por la inyección crónica de GTD, 

del día 14 al 34 de edad, sobre la ovulación espontánea y las concentraciones de 

progesterona, testosterona y estradiol, cuando la rata alcanza la etapa adulta (90-94 

días).  

 

3) Analizar en la rata inyectada con VE a los 14 días de edad, los efectos de la eliminación 

química de las fibras catecolaminérgicas periféricas, por la inyección crónica de GTD, 

del día 29 al 49 de edad, sobre la ovulación espontánea y las concentraciones de 

progesterona, testosterona y estradiol, cuando la rata alcanza la etapa adulta (90-94 

días).  

 

4) Analizar en la rata inyectada con VE a los 14 días de edad, los efectos de la eliminación 

química de las fibras catecolaminérgicas periféricas, por la inyección crónica de GTD, 

del día 70 al 90 de edad, sobre la ovulación espontánea y las concentraciones de 

progesterona, testosterona y estradiol, cuando la rata alcanza la etapa adulta (90-94 

días).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Todos los experimentos fueron realizados conforme lo estipulado por la Ley Mexicana de 

Protección animal y atendiendo lo señalado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-

1999 (Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio). 

 

Ratas hembras de la cepa CII-ZV, fueron mantenidas en condiciones controladas de 

iluminación con 14 hrs de luz por 10 hrs de oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a las 

19:00) y temperatura (22 ±2 °C). Grupos de seis animales recién nacidos (cinco hembras y un 

macho) fueron colocados en cajas individuales, junto con su madre hasta los 24 días de vida y a 

partir de este momento tuvieron acceso ad libitum al alimento y agua. El macho de cada 

camada fue retirado en el momento en que las hembras presentaron canalización vaginal. La 

inyección de VE (2 mg) (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) disuelto en 0.1 ml de aceite 

de sésamo (Vehículo/Vh) (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) se realizó por vía 

intramuscular a los 14 días de vida y la de GTD (50 mg/kg de peso corporal) (Sigma Chemical 

Co., St. Louis Mo. USA) disuelta en solución salina (SS) al 0.9%, por vía intraperitoneal, en 

función del objetivo. 

 

Grupos de 10-14 hembras se asignarán al azar en los siguientes grupos experimentales: 

 

 Grupo testigo absoluto (TA): Ratas hembra que presentaron al menos tres ciclos 

estrales consecutivos de cuatro días de duración, fueron sacrificadas a los 90-94 días de 

vida al presentar un estro vaginal precedido por un proestro. 
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 Animales con inducción del SOPQ: Ratas de 14 días de vida fueron inyectadas con 

VE. Como grupo de comparación se utilizaron animales inyectados solo con el Vh.  

 

 Ratas denervadas con GTD: Ratas hembra fueron inyectadas con GTD en los 

siguientes periodos: 1) del día 7 al 27; 2) del día 14 al 34; 3) del día 29 al 49. En cada 

caso la GTD fue inyectada 5 días a la semana, durante tres semanas. La inyección se 

realizó entre las 9:00 y 11:00 siguiendo el esquema de tratamiento publicado por Lara y 

col., (1990). Como grupo control se utilizaron animales inyectados con SS. 

 

 Ratas denervadas con GTD antes del tratamiento con VE. Ratas de 7 días de vida 

fueron inyectadas con GTD del día 7 al 27 de vida. A los 14 días de vida se les inyectó 

VE. Como grupo control se utilizaron animales inyectados con SS y Vh.  

 

 Ratas denervadas con GTD al mismo tiempo que el tratamiento con VE.  Ratas 

inyectadas con VE y el mismo día se inició la administración de GTD del día 14 al 34 

de vida. Como grupo control se utilizaron animales inyectados con Vh y SS. 

 

 Ratas tratadas con VE y posteriormente denervadas con GTD. Ratas inyectadas con 

VE, 15 días después se inició el tratamiento de GTD del día 29 al 49. Como grupo 

control se utilizaron animales inyectados con Vh y SS.  
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 Ratas con SOPQ y subsecuentemente denervadas con GTD. Ratas inyectadas con 

VE, del día 70 al 90 de vida fueron inyectadas con GTD. Como grupo control se 

utilizaron animales inyectados con Vh y SS.  

 

En los grupos de animales inyectados con VE, la revisión de la apertura vaginal se inició al día 

siguiente de la inyección y se registró el día de la apertura vaginal momento en que se inició la 

toma de frotis vaginal por un periodo de 2 semanas y se registró el día del primer estro vaginal. 

El registro de la citología vaginal se reinició dos semanas antes de que los animales fueran 

sacrificados. Los animales de los grupos de control, fueron revisados diariamente a partir de los 

30 días de vida y se procedió como en el caso anterior. 

 

Procedimiento de la autopsia  

Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida al presentar un estro vaginal 

precedido de un proestro. El 80% de los animales de cada grupo experimental fueron 

sacrificados por decapitación entre las 10:00-12:00 horas, se colectó la sangre del tronco y se 

centrifugó a 3500 rpm durante 15 minutos. Se separó el suero y se almacenó a -20 °C hasta el 

momento en que se cuantificaron las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol 

mediante la técnica de ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Al momento de 

la autopsia se disecaron los oviductos donde se buscó la presencia de ovocitos con la ayuda de 

un microscopio estereoscópico (Nikon modelo C-PS), siguiendo la metodología habitual del 

laboratorio. Los ovarios fueron removidos, pesados en balanza de precisión (Ohaus Adventurer 

AR0640 con sensibilidad de 0.1 mg), fijados en solución de Bouin durante 24 horas e incluidos 

en paraplast. El 20% de los animales restantes fueron inyectados con una sobredosis de 
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pentobarbital sódico (PiSA Agropecuaria, S.A. de C.V.) y perfundidos por vía intracardiaca 

para comprobar la capacidad de la GTD para destruir las fibras catecolaminérgicas, mediante la 

expresión de la TH en los ovarios, por inmunoflorescencia.  

 

Análisis de la morfología ovárica. 

Para analizar la morfología ovárica, tres ovarios de cada grupo experimental fueron limpiados 

de tejido graso adherente, fijados, deshidratados, incluidos en paraplast y cortados de manera 

serial a 10 μm de grosor. Las secciones fueron teñidas con hematoxilina-eosina y se 

examinaron con un microscopio binocular (Nikon, modelo Labophot-2). Todas las secciones se 

analizaron para detectar la presencia de cuerpos lúteos, quistes y prequistes foliculares, 

siguiendo los criterios de Brawer y col., (1986). Un quiste folicular se define como aquel  

folículo  desprovisto  del ovocito, que presentan una gran cavidad antral, una gruesa capa de 

células de la teca y un compartimento de células de la granulosa delgado (frecuentemente una 

monocapa) que contiene células aparentemente sanas. Los folículos prequísticos se definieron 

como folículos grandes, con o sin ovocito, formados por cuatro o cinco capas de células de la 

granulosa, pequeñas y núcleo densamente empaquetado, que rodean un antro grande, con un 

compartimento de células de la teca aparentemente normal. 

 

Análisis de la expresión y cuantificación de la tirosina hidroxilasa   

Los ovarios de los animales sacrificados por perfusión intracardiaca, incluidos en paraplast, 

cortados a 8 μm de grosor y se seleccionaron los cortes que incluían la parte central del ovario, 

los que fueron montados en portaobjetos de vidrio recubiertos con silano, siguiendo la 

metodología descrita por Venegas-Meneses y col. (2015). En breve, las secciones fueron 
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colocados en buffer de fosfato (PBS) a pH de 7.4 y dos veces con PBS-B (PBS con 0.5% de 

Triton X-100). Las secciones fueron incubadas en albúmina de suero bovino al 2% libre de IgG 

(BSA sigma) durante 30 minutos para reducir la tinción de fondo y se incubaron durante toda la 

noche a 4 °C con un anticuerpo policlonal de conejo anti-TH (1:500) (Santa Cruz 

Biotechnology Inc, Estados Unidos). Al siguiente día, los portaobjetos se incubaron con un 

anticuerpo secundario (anti-conejo acoplado a fluoresceína FITC) (Jackson Immuno Research 

Laboratories Inc.) durante una hora. Los cortes fueron teñidos con DAPI-Vecta-shield (Vector 

Labs., CA, EE. UU.) para contra teñir los núcleos de las células.  

 

Las observaciones y el análisis de la inmunorreactividad de los anticuerpos en las secciones de 

los ovarios se realizó en un microscopio de fluorescencia acoplado a una lámpara de mercurio 

con filtros: rojo, verde y azul (Nikon Eclipse E400). El registro de las imágenes se capturó por 

medio de una cámara digital acoplada al microscopio (Nikon DS-U2). Las imágenes obtenidas  

se almacenaron y posteriormente se analizaron con el sistema Nis-Elements BR 3.0 (Nikon). Se 

utilizaron seis cortes seriados de cada grupo. La inmunofluorescencia se calculó como el 

número total de píxeles por el área total evaluada mediante análisis de segmentación del color, 

que produce la cuantificación de los objetos de un color específico (verde). 

 

Cuantificación de hormonas esteroides  

Las concentraciones séricas de progesterona (ng/ml), testosterona (pg/ml) y estradiol (pg/ml) 

fueron cuantificadas mediante la técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

(ELISA), con kits comprados a DRG Instruments GmbH (Alemania). Los coeficientes de 
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variación intra e interensayo fueron 7.52% y 8.41% (progesterona), 6.42% y 7.32% 

(testosterona) y 8.5% y 9.3% (estradiol). 

 

Análisis Estadístico 

El número de ovocitos liberados por animal ovulante fue analizado por la prueba de Kruskal-

Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney. La proporción de animales ovulantes 

(PAO) (número de animales que ovulan/número total de animales) se analizó por la prueba 

exacta de Fisher para proporciones o de Ji 2. La concentración sérica de hormonas esteroides se 

analizó por la prueba de Análisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba 

de Tukey. Cuando se realizó la comparación entre dos grupos se utilizó la prueba “t” de 

Student. Los datos de fluorescencia se analizaron con la prueba “t” de Student. Aquellas 

diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05 fueron consideradas como 

estadísticamente significativas.  
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RESULTADOS 

 

EFECTO DE LA DENERVACIÓN CON GTD SOBRE LA OVULACIÓN Y LA 

CONCENTRACIÓN DE PROGESTERONA Y TESTOSTERONA 

Ovulación 

En comparación con el grupo TA la inyección crónica de SS o GTD realizada del día 7 al 27, 

del 14 al 34 o del 29 al 49 no modificó la PAO ni el número de ovocitos liberados (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

testigo absoluto (TA), inyectados con solución salina (SS) o con guanetidina (GTD) del día 7 al 27, del 14 al 34 o 

del 29 al 49 de vida y sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un 

proestro. 

 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

TA 13 12/13 6.3  0.5 7.3  0.6 

SS (7-27) 14 14/14 5.5  0.7 7.5  0.4 

GTD (7-27) 10 10/10 8.0  0.9 5.3  0.8 

SS (14-34) 10 10/10 5.6  0.5 6.4  0.5 

GTD (14-34) 11 11/11 6.2  0.8 7.0  0.6 

SS (29-49) 10 10/10 8.0  0 5.3  0.6 

GTD (29-49) 10 6/10 6.8  1.2 6.8  1.0 

 

Concentración sérica de progesterona y testosterona 

La denervación con GTD del día 7 al 27 o del 14 al 34 de vida, no modificó la concentración 

plasmática de progesterona o testosterona respecto a la del grupo TA o inyectado con SS 

(Gráfica 1 y 2).  
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Grafica 1. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona y testosterona de animales testigo absoluto 

(TA), inyectados del día 7 al 27 de vida con solución salina (SS) o con guanetidina (GTD). Los animales fueron 

sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  

 

 

 

Grafica 2. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona y testosterona de animales testigo absoluto 

(TA), inyectados del día 14 al 34 de vida con solución salina (SS) o con guanetidina (GTD). Los animales fueron 

sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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En los animales inyectados con SS del día 29 al 49 la concentración de P4 fue semejante a la del 

grupo TA, mientras que la de T fue mayor. La inyección de GTD no modificó la concentración 

de P4 ni de T respecto al grupo inyectado con SS (Gráfica 3). 

 

 

 

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

 

Gráfica 3. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona y testosterona de animales testigo absoluto 

(TA), inyectados del día 29 al 49 de vida con solución salina (SS) o con guanetidina (GTD) y sacrificados a los 90-

94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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EFECTO DE LA INYECCIÓN DE VE SOBRE LA OVULACIÓN Y LA 

CONCENTRACIÓN DE HORMONAS ESTEROIDES  

 

Ovulación 

En comparación con el grupo TA, la inyección de Vh no modificó la PAO ni el número de 

ovocitos liberados. Los animales inyectados con VE presentaron bloqueo de la ovulación 

(Tabla 2). 

 

Tabla 2. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

testigo absoluto (TA), inyectados a los 14 días de vida con el vehículo (Vh) o con valetaro de estradiol (VE) y 

sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

TA 13 12/13 6.33  0.54 7.25  0.56 

Vh 10 10/10 6.00  0.48 5.70  0.43 

VE 10 0/10* 0♦ 0♦ 

 

* p < 0.05 vs. TA y Vh (prueba de Ji2)  

♦ p < 0.05 vs. TA y Vh (Kruskal-Wallis)  

 

Concentración sérica de hormonas esteroides 

La inyección de Vh o VE no modificó la concentración de P4 cuando se compara contra el 

grupo de animales testigo. Las concentraciones de T y E2 fueron mayores en los animales 

inyectados con VE respecto a los animales inyectados con el Vh (Gráfica 4). 
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* p < 0.05 vs. Vh (prueba «T» de Student). 

 

Gráfica 4. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona (P4),  testosterona (T)  y estradiol (E2) de 

animales testigo absoluto (TA), inyectados a los 14 días de vida con vehículo (Vh) o con valerato de estradiol (VE) 

y sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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EFECTO DE LA DENERVACIÓN CON GTD DEL DÍA 7 AL 27 DE VIDA, EN LA 

RATA INYECTADA CON VE, SOBRE LA OVULACIÓN Y LA CONCENTRACIÓN 

DE HORMONAS ESTEROIDES. 

 

Ovulación 

En comparación con el grupo inyectado con SS y Vh, en los animales denervados con GTD, no 

se modificó la respuesta ovulatoria. En los animales con VE y previamente inyectados con SS, 

solo 1 animal de 10 ovuló, mientras que en los denervados con GTD, 8 animales de 11 lo 

hicieron y liberaron un número de ovocitos semejante al de los grupos con Vh (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

inyectados con solución salina (SS) o guanetidina (GTD) del día 7 al 27 de vida  y en el día 14 de vida se les 

administró una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE). Los animales fueron sacrificados a los 90-94 

días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

SS + Vh 10 10/10 7.50  0.86 5.80  0.96 

GTD + Vh 10 9/10 6.80  0.78 6.00  0.63 

SS + VE 10 1/10 (6) (4) 

GTD + VE 11 8/11* 6.00  0.82 5.20  0.57 

En paréntesis se indica el número de ovocitos liberados por ovario del animal ovulante. 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba de Ji2) 

 

Concentración sérica de hormonas esteroides 

En los animales con Vh y denervados con GTD, la concentración de P4 fue menor que la del 

grupo con SS, mientras que en los inyectados con VE y denervados con GTD fue mayor que la 

del grupo con SS. Tanto que en los animales con Vh o VE y denervados con GTD, la 
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concentración de T fue menor que la de los inyectados con SS. La concentración de E2 no se 

modificó en los animales inyectados con Vh o VE y denervados con GTD  respecto a los 

controles inyectados con SS (Gráfica 5).  

   

 

 

 

 

 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba “t” de Student). 

Gráfica 5. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona (P4),  testosterona (T)  y estradiol (E2) de 

animales inyectados con solución salina (SS) o guanetidina (GTD) del día 7 al 27 de vida  y en el día 14 de vida se 

les inyectó una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE). Los animales fueron sacrificados a los 90-94 

días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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EFECTO DE LA DENERVACIÓN CON GTD DEL DÍA 14 AL 34 DE VIDA, EN LA 

RATA INYECTADA CON VE, SOBRE LA OVULACIÓN Y LA CONCENTRACIÓN 

DE HORMONAS ESTEROIDES. 

 

Ovulación 

En comparación al grupo inyectado con Vh y SS, en los animales con Vh y denervados con 

GTD no se modificó la PAO ni el número de ovocitos liberados. Los animales inyectados con 

VE y SS no ovularon, mientras que si lo hicieron el 80% de los inyectados con VE y 

denervados GTD, con un número de ovocitos semejante al de los animales con Vh y GTD 

(Tabla 4). 

 

Tabla 4. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

inyectados con una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en el día 14 de vida y solución salina (SS) o 

guanetidina (GTD) del día 14 al 34 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida cuando 

presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

Vh + SS 10 10/10 6.17 ± 0.7 8.0 ± 0.6 

Vh + GTD 10 10/10 5.5 ± 0.87 7.3 ± 0.7 

VE + SS 14 0/14 0 0 

VE + GTD 10 8/10* 6.0 ± 0.6♦ 6.2 ± 0.5♦ 

 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba de Ji2) 

♦ p < 0.05 vs. su grupo control (Kruskal-Wallis)  
  

Concentración sérica de hormonas esteroides 

En los animales con Vh o VE y denervados  con GTD, la concentración de P4 fue menor 

que la de los inyectados con SS. La concentración de T fue semejante entre los grupos 
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inyectados con Vh, mientras que en los animales con VE, la concentración de T fue menor 

en los denervados con GTD, respecto a los inyectados con SS. La concentración de E2 no se 

modificó en los animales inyectados con Vh o VE y denervados con GTD, respecto a su 

grupo control (Gráfica 6). 

  

 

 

 

 

 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba “t” de Student). 

 

Gráfica 6. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona (P4),  testosterona (T)  y estradiol (E2) de 

animales inyectados con una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en el día 14 de vida y solución 

salina (SS) o guanetidina (GTD) del día 14 al 34 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida 

cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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EFECTO DE LA DENERVACIÓN CON GTD DEL DÍA 29 AL 49 DE VIDA, EN LA 

RATA INYECTADA CON VE, SOBRE LA OVULACIÓN Y LA CONCENTRACIÓN 

DE HORMONAS ESTEROIDES. 

 

 

Ovulación 

En comparación a los animales inyectados con Vh y SS, en los animales denervados con GTD, 

no se modificó la PAO ni el número de ovocitos liberados. Ninguno de los animales inyectados 

con VE y SS ovuló, mientras que si lo hizo el 90% de los animales inyectados con VE y 

denervados con GTD. El número de ovocitos liberados fue semejante al del grupo tratado con 

Vh y GTD (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

inyectados con una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en el día 14 de vida y solución salina (SS) o 

guanetidina (GTD) del día 29 al 49 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida cuando 

presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

Vh + SS 10 10/10 4.3 ± 0.8 4.2 ± 1.5 

Vh + GTD 10 10/10 4.0 ± 0.9 3.5 ± 0.7 

VE + SS 10 0/10 0 0 

VE + GTD 10 9/10* 5.7 ± 0.8♦ 4.4 ± 0.7♦ 

 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba de Ji2)  

♦ p < 0.05 vs. su grupo control (Kruskal-Wallis)  
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Concentración sérica de hormonas esteroides 

En los animales con Vh o VE y denervados con GTD, no se modificó la concentración de P4 

respecto a su control con SS. En los animales con Vh y denervados con GTD la concentración 

de T fue semejante a la de los animales inyectados con SS, mientras que en los inyectados con 

VE y denervados con GTD, la concentración de T fue menor que la del grupo con VE y SS. En 

los animales con Vh y denervados  con GTD la concentración de E2 fue mayor que la del grupo 

con SS, mientras que en los animales con VE y denervados con GTD la concentración de E2 fue 

menor que la del grupo con VE y SS (Gráfica 7). 
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* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba “t” de Student). 

 p < 0.05 vs. su grupo control con Vh  (prueba “t” de Student). 

 

Gráfica 7. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona (P4),  testosterona (T)  y estradiol (E2) de 

animales inyectados con una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en el día 14 de vida y solución 

salina (SS) o guanetidina (GTD) del día 29 al 49 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida 

cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro.  
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EFECTO DE LA DENERVACIÓN CON GTD DEL DÍA 70 AL 90 DE VIDA, EN LA 

RATA INYECTADA CON VE, SOBRE LA OVULACIÓN Y LA CONCENTRACIÓN 

DE HORMONAS ESTEROIDES. 

 

Ovulación 

En comparación a los animales inyectados con Vh y SS, en los animales con Vh y denervados 

con GTD, no se modificó la PAO ni el número de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o 

derecho. Ninguno de los animales inyectado con VE y SS ovularon, mientras que los animales 

con VE y denervados con GTD ovularon 8 de 12 animales, y el número de ovocitos liberados 

fue semejante al de los animales con Vh (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Proporción de animales ovulantes (PAO) y media  e.e.m. del  número de ovocitos liberados de animales 

inyectados con una dosis de vehículo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en el día 14 de vida y solución salina (SS) o 

guanetidina (GTD) del día 70 al 90 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida cuando 

presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

 

Grupo n PAO 

No. Ovocitos liberados 

Ovario 

Izquierdo 

Ovario 

Derecho 

Vh + SS 10 7/10 5.3 ± 0.4 5.6 ± 0.3 

Vh + GTD 10 8/10 5.0 ± 0.4 5.9 ± 0.5 

VE + SS 10 0/10 0 0 

VE + GTD 12 8/12* 5.6 ± 0.5♦ 5.6 ± 0.7♦ 

 

* p < 0.05 vs. su grupo control (prueba de Ji2)  

♦ p < 0.05 vs. su grupo control (Kruskal-Wallis)  
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Concentración sérica de hormonas esteroides 

Tanto en el grupo de animales con Vh o VE, denervados con GTD, la concentración de P4, 

T y E2 fue similar a la de su respectivo grupo control inyectado con SS (Gráfica 8). 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 8. Media  e.e.m. de la concentración sérica de progesterona (P4),  testosterona (T)  y estradiol (E2) de 

animales inyectados con una dosis de Vh o VE en el día 14 de vida y solución salina (SS) o guanetidina (GTD) del 

día 70 al 90 de vida. Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal 

precedido de un proestro.  
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Morfología ovárica 

 

Los ovarios del grupo de ratas inyectadas con Vh presentaron folículos en diferentes etapas del 

desarrollo, algunos folículos presentaban atresia con picnosis nuclear en las células de la 

granulosa. En estos ovarios se observaron numerosos cuerpos lúteos (Figura 3A). 

 

Los ovarios de las ratas inyectadas con VE fueron de menor tamaño que los animales 

inyectados con Vh, se observaron pocos folículos en desarrollo, algunos de los cuales  

mostraban picnosis en las células de la granulosa; no se observaron folículos secundarios, 

terciarios ni cuerpos lúteos (Figura 3B), pero si quistes foliculares (Figuras 3C y 3D). 

 

En los ovarios de las ratas inyectadas con Vh y GTD, la morfología fue semejante a la de los 

ovarios de las ratas únicamente inyectadas con Vh (Figura 3 E, G, I). En los ovarios de las ratas 

inyectadas con VE y GTD se observaron folículos en diferentes etapas del desarrollo y cuerpos 

lúteos, lo cual confirma la ovulación (Figura 3 F, H, J).  

 

En los grupos inyectados con VE y denervados (del día 7 al 27; del 14 al 34) no se observaron 

quistes, a diferencia de lo observado en los animales denervados del día 70 al 90 donde se 

aprecian  algunas estructuras prequísticas (Figura 3J)  
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Figura 3. Cortes histológicos de ovario de animales inyectados a los 14 días de vida con vehículo (Vh) (3A) o 

valerato de estradiol (VE) (3B); amplificación de un quiste tomado de la figura 3B (3C); amplificación de una 

porción de la pared quística (3D); animales inyectados con GTD del día 7 al 27 de vida y en el día 14 de vida con 

Vh (3E) o VE (3F); animales inyectados con GTD del día 14 al 34 de vida y en el día 14 de vida con Vh (3G) o VE 

(3H); animales inyectados con GTD del día 70 al 90 de vida y en el día 14 de vida con Vh (3I) o VE (3J). Todos 

los animales fueron sacrificados aproximadamente a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal 

precedido de un proestro. F=folículos, CL=cuerpo lúteo, Q=quiste, PQ=prequiste, t=células de la teca, gr=células 

de la granulosa.  
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Expresión de TH en el ovario 

 

En las ratas inyectadas con Vh, la inmunoreactividad a la TH  se observó en la teca de los 

folículos y escasamente en las células de la granulosa (Figura 4A). En los animales inyectados 

con VE hay mayor expresión de la TH en los folículos quísticos y en la glándula intersticial 

(Figura 4B). En los ovarios de los animales inyectados con VE, la expresión de la TH fue 

mayor que en el grupo inyectado con Vh (Gráfica 9).  

 

En los ovarios de los animales inyectados con GTD (antes, durante o después de la inyección 

con VE o Vh), la expresión de TH fue menor que la de su control (Figura 4F, G, H y 4B, C, D) 

Gráfica 9. 
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Figura 4. Distribución de la tiroxina hidroxilasa (TH) en secciones de ovario de animales inyectados a 

los 14 días de vida con vehículo (Vh) (4A) o valerato de estradiol (VE) (4E);  animales con Vh e 

inyectados con GTD en los diferentes periodos de estudios (B, C, D); animales con VE e inyectados con 

GTD en los diferentes periodos de estudios (F, G, H). Las secciones de los ovarios fueron teñidas con 

anticuerpo anti-TH (color verde) y los núcleos teñidos con DAPI (color azul). Todos los animales fueron 

sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido de un proestro. 

F=folículos, PQ=prequiste, t=células de la teca, gr=células de la granulosa. 
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* p <0.05 vs. su grupo de control inmediato; ▲ p <0,05 vs. el grupo inyectado solo con Vh; ▪p <0.05 vs. el grupo 

inyectado solo con VE (prueba “t” de Student). 

 

 

 

Gráfica 9. Análisis de la distribución de la tiroxina hidroxilasa (TH) en los ovarios de ratas inyectadas a 

los 14 días de edad con vehículo (Vh) (barras naranjas) o con valerato de estradiol (VE) (barras verdes); 

animales con guanetidina (GTD) del día 7 al 27 de vida e inyectados con Vh o VE; inyectados con  Vh o 

VE y con GTD del día 14 al 34 de vida; inyectados con Vh o VE y con GTD del día 70 al 90 de vida. 

Los animales fueron sacrificados a los 90-94 días de vida cuando presentaron un estro vaginal precedido 

de un proestro. El análisis de imágenes se realizó utilizando el sistema Nis-Elements BR 3.0.  
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DISCUSIÓN 

Los resultados del presente estudio muestran que en la rata inyectada con VE, el desarrollo y la 

persistencia del SOPQ dependen de la integridad de la inervación catecolaminérgica periférica 

del ovario, ya que la eliminación de estas fibras con GTD, antes o después de la inyección del 

VE, evitó el desarrollo del SOPQ en la rata adulta, mientras que en las ratas que desarrollaron el 

síndrome, la denervación catecolaminérgica restableció la capacidad ovulatoria.   

La GTD ha sido utilizada como una herramienta farmacológica para analizar la participación de 

la NA en las funciones reproductivas y se ha observado que sus efectos dependen de la especie 

en estudio (Riboni y col., 1998; Flores y col., 1990), la concentración utilizada (Angeletti y 

col., 1972; Johnson and Aloe., 1974; Manning y col., 1983), la edad en la que es administrada 

(Flores y col., 1990, Manning y col., 1983) y la duración del tratamiento (Angeletti y col., 

1972; Riboni y col., 1998; Lara y col., 1990).  

En el presente estudio la inyección de GTD no modificó la respuesta ovulatoria cuando los 

animales alcanzaron la etapa adulta, independientemente del momento en el que se inició el 

tratamiento. Esta respuesta no se modificó en los grupos de animales que además fueron 

inyectados con el Vh. En el presente estudio, la denervación catecolaminérgica periférica en 

animales prepúberes o adultos no modificó el número de ovocitos liberados por animal 

ovulante. La falta de  diferencias en el número de ovocitos liberados observados en el presente 

estudio y los resultados de Flores y col (1990) pueden explicarse por el tiempo transcurrido 

entre el final del tratamiento con GTD y el momento de la autopsia. En el caso del estudio de 

Flores y col. (1990), la autopsia se realizó inmediatamente después de la última inyección de 
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GTD, mientras que en el presente estudio se realizó al menos 50 días después de finalizar el 

periodo de denervación. Según Evans y col (1979) en los animales con denervación 

catecolaminérgica por el tratamiento con GTD, a largo plazo se observa una reinervación 

parcial de algunos órganos. A partir de nuestros resultados, donde la expresión de TH fue más  

baja respecto a la de los animales control, confirmamos que se mantuvo la denervación 

catecolaminérgica. Evidencias que nos permiten sugerir que ante la falta de la inervación 

catecolaminérgica, hay otros sistemas que regulan la función ovárica y mantienen el equilibrio 

para que los animales ovulen de manera semejante a los del grupo control.   

En la rata adulta la inervación simpática modula de manera estimulante la secreción de 

hormonas esteroides ováricas (Aguado y Ojeda 1984; Chávez y col., 1991; Morales y col., 

1993; Flores y col., 2011), mientras que en la rata prepúber la modulación que ejerce la 

inervación depende  del periodo transcurrido entre la cirugía y la autopsia (Morales-Ledesma y 

col., 2012). En nuestro estudio, la inyección de GTD, no modificó la secreción de hormonas 

esteroides cuando los animales alcanzaron la etapa adulta, independientemente del periodo de 

tratamiento, similar a lo descrito por Lara y col. (1990).  Según Garrido y col., (2018) la    

inervación noradrenérgica periférica regula de manera estimulante la secreción de progesterona 

y estradiol, lo que se acompañan con el escaso desarrollo de los folículos y con un menor 

número de células de la granulosa.  

En la rata hembra, las características endocrinas del SOPQ son  inducidas por la inyección de 

una dosis de VE (Schulster y col., 1984; Brawer y col., 1978, 1986; Morales-Ledesma y col., 

2010; Cruz y col., 2012), similar a lo observado en el presente estudio con la inyección de VE a 

ratas de 14 días de vida (formación de quistes ováricos, anovulación y concentraciones elevadas 



La inervación del ovario en la persistencia del síndrome de ovario poliquístico 

Julieta Azucena Espinoza Moreno 

 

61 
 

de andrógenos y estrógenos), sin modificaciones en la concentración de P4, tal y como ha sido 

observado en otros estudios (Farookhi y col., 1985; Rosa-e-Silva y col., 2003; Morales-

Ledesma y col., 2010).     

En ratas inyectadas con VE el desarrollo de los quistes foliculares se da en respuesta a la 

alteración en la homeostasis de las catecolaminas ováricas y por el incremento en la actividad 

de la TH (Lara y col., 1993). En el presente estudio, los quistes foliculares y  la glándula 

intersticial del ovario de ratas inyectadas con VE, mostraron mayor expresión de la TH, lo que 

nos sugiere una mayor actividad noradrenérgica, tal y como ya ha sido reportado por Lara y 

col., (1990). El incremento en la TH se correlaciona con la mayor expresión del NGF, lo que 

sugiere que en el ovario de ratas con SOPQ hay un reordenamiento estructural de las fibras 

simpáticas del ovario (Manni y col, 2005). 

Nuestros resultados nos sugieren que el SOPQ inducido por el VE,  es el resultado de una 

mayor actividad de los nervios simpáticos, ya que su desarrollo se evita si se elimina ésta 

información antes o durante la inducción del síndrome o bien al término de la vida media del 

VE.   

Los mecanismos que desencadenan la formación de los quistes foliculares en respuesta a la 

inyección de VE, inician 15 días después de la inyección del fármaco, con el incremento en la 

concentración de NGF en el ovario y el subsecuente aumento de la NA ovárica (Lara y col., 

2000). Los resultados del presente estudio muestran que la eliminación de la información 

simpática antes de que se inicie éste mecanismo, evita los cambios ováricos característicos en el 

desarrollo del SOPQ. La presencia de prequístes ováricos en los animales con SOPQ, 
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inyectados con GTD después del día 70 de vida, nos sugiere que el tiempo transcurrido entre la 

denervación y la autopsia no fue suficiente para restablecer la estructura del ovario. Barria y 

col. (1993) mostraron que en animales adultos con SOPQ, 10 días después de realizar la sección 

del NOS, disminuye  la actividad noradrenérgica y en los ovarios se restablece la morfología y 

no muestran estructuras quísticas.  

 La formación de quistes ováricos, el hiperandrogenismo y la anovulación se establecen después 

de 56 días de inyectado el VE, por lo que se dice que ya se desarrolló el SOPQ (Brawer y col., 

1986). En nuestro estudio, la denervación con GTD iniciada después de establecido el SOPQ, 

restableció la ovulación en el 66% de los animales, respuesta que puede ser el resultado de la 

interrupción del elevado tono catecolaminérgico que llega al ovario. Una respuesta similar se 

observa en animales con SOPQ por la inyección de VE, a los cuales se les realizó la sección 

bilateral del NOS (Morales-Ledesma y col., 2010).    

Según Acuña y col., (2009), la NA estimula la formación de quistes y prequístes ováricos en el 

modelo de rata senescente. En éste modelo, el bloqueo de la actividad simpática, con la 

inyección crónica de propranolol, antagonista β-adrenérgico, restablece la ovulación y en la 

histología del ovario ya no se observan quistes ni prequístes (Fernandois y col., 2012).  

Considerando que en la práctica clínica el 72% de las mujeres que son diagnosticadas con 

SOPQ presentan problemas de infertilidad, sugerimos que la disminución de la actividad 

nerviosa simpática podría ser útil como una alternativa para estimular la ovulación en estas 

pacientes. Existe evidencia de que algunas mujeres con SOPQ, logran ovular en respuesta a la 

estimulación de las fibras simpáticas por medio de técnicas de electro acupuntura de baja 



La inervación del ovario en la persistencia del síndrome de ovario poliquístico 

Julieta Azucena Espinoza Moreno 

 

63 
 

frecuencia (Stener-Victorin y col., 2000; Stener-Victorin y col., 2013) mientras que en la rata 

inyectada con VE, el tratamiento con electro acupuntura disminuye la concentración de NGF 

ovárico (Stener-Victorin y col., 2000b; Stener-Victorin y col., 2008). Las evidencias anteriores 

y los resultados del presente estudio sustentan que la inervación noradrenérgica regula de 

manera estimulante el desarrollo del SOPQ. Dado que en la práctica médica, la GTD ha sido 

utilizada como un medicamento para reducir la presión arterial en pacientes y que algunas 

mujeres con el síndrome presentan elevación en la frecuencia cardiaca (Ehrmann y col., 2006; 

Tekin y col., 2008), el tratamiento con GTD podría mejorar esta condición, sin embargo se 

requiere de más estudios que apoyen esta posibilidad. 

En la mujer el hiperandrogenismo es la característica más importante en el diagnóstico del 

SOPQ (Franks 1995; Escobar-Morreale y col., 2001; Goodarzi y col., 2011; Lizneva y col., 

2016) y es explicado como resultado de la mayor actividad del compartimento teco-intersticial 

del ovario donde pudiera estar modificada la actividad del complejo enzimático P450c17 (Yen 

y col., 2001). En el presente estudio, la denervación de las fibras catecolaminérgicas periféricas 

realizada antes, durante o 15 días después de la inyección de VE, evitó el hiperandrogenismo, lo 

que nos permite sugerir que la inervación catecolaminérgica que llega al ovario regula de 

manera estimulante la secreción de testosterona. Dicha regulación podría ser por la unión de la 

NA a los receptores β-adrenérgicos, como se ha mostrado en la rata con hiperactividad 

noradrenérgica, inducida por la administración crónica de isoproterenol, donde el incremento en 

los andrógenos es revertido por el bloqueo de los receptores β adrenérgicos (Luna y col., 2012). 

La persistencia de altas concentraciones de testosterona en los animales que desarrollaron el 

SOPQ y denervados del día 70 al 90 pudiera deberse a la persistencia de estructuras 

prequísticas.  
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Si bien la recuperación de las funciones ováricas en los animales denervados lo hemos atribuido 

a la disminución del contenido de NA en el ovario, no podemos descartar que esta respuesta 

dependa, al menos en parte, de la participación de péptidos que transcurren por las fibras 

simpáticas. A pesar de que numerosas evidencias muestran que la GTD solo actúa sobre 

neuronas catecolaminérgicas (Burnstock et al., 1971; Eranko and Eranko et al., 1971; Jensen-

Holm and Juul, 1971; Maxwel., 1982; Manning et al., 1983), otros estudios refieren que podría 

modificar la actividad de las neuronas VIPérgicas y que esta regulación parecería estar en 

función del tejido analizado (Benarroch., 1994; Kunkova y col., 2003).  

Según Parra y col., (2007) en ovarios de ratas inyectadas con VE, incrementa la secreción 

ovárica de NA y VIP, y bajo condiciones in vitro la sobre-estimulación VIPérgica incrementa la 

secreción de andrógenos y estrógenos en el medio de cultivo. Lo que sugiere que el VIP podría 

ser otras de las señales nerviosas que participan en el desarrollo del SOPQ. En la rata sin 

SOPQ, la denervación con GTD resulta en la mayor expresión de neuronas VIPérgicas en el 

GCMS, lo que no ocurre en el ganglio cervical superior (Benarroch y col., 1994). Dado que en 

el GCMS se localizan los somas de las neuronas simpáticas que inervan el ovario (Dissen y 

Ojeda, 1999), no podemos descartar que ante la falta de la información neural de naturaleza 

catecolaminérgica se modifique la expresión de las neuronas VIPérgicas que arriban al ovario. 

En el presente estudio, la respuesta esteroidogénica del ovario en ratas inyectadas con VE y 

denervadas con GTD antes del desarrollo del SOPQ, varía en función de la edad en la que se 

realizó la denervación. Mientras que en la rata que desarrolló el SOPQ, la inervación 

catecolaminérgica parece no regular la secreción de progesterona ni de estradiol, resultados 

semejantes a los reportados por el grupo de Luna (2012) quienes inducen en la rata adulta el 



La inervación del ovario en la persistencia del síndrome de ovario poliquístico 

Julieta Azucena Espinoza Moreno 

 

65 
 

SOPQ con la inyección crónica con isoproterenol y observan que el bloqueo de los receptores 

β-adrenérgicos por la inyección de propranolol, no modificó la concentración de estas 

hormonas, en tanto que en la rata senescente, la inervación noradrenérgica no modifica la 

secreción de progesterona y la de estradiol es regulada de manera inhibitoria a través de los 

receptores β-adrenérgicos (Fernandois y col., 2012).  

Rosa-e-Silva y col., (2003) propusieron que la NA es el factor primordial en el desarrollo del 

SOPQ inducido con VE, ya que la sección bilateral de los NOS disminuyó la secreción ovárica 

de NA, la concentración sérica de progesterona y estradiol. Sin embargo, Morales y col., (2010) 

mostraron que la sección unilateral del NOS en ratas con SOPQ, redujo la concentración de NA 

sólo en el ovario denervado, pero fue el ovario inervado el que ovuló normalmente, lo que nos 

sugiere que la concentración de NA no es el único factor que participa en el desarrollo del 

síndrome. Además, Linares y col. (2013) mostraron que la sección uni o bilateral de los nervios 

vago en ratas con SOPQ inducido por el VE, resulta en la ovulación de ambos ovarios. Este 

resultado podría explicarse por la localización del soma de las neuronas que origina al NOS en 

el ganglio celíaco y ganglio mesentérico superior, lo que nos sugiere que esta regulación está 

dada a nivel del ganglio celiaco (Linares y col., 2017).  

Dado que la GTD no atraviesa la barrera hematoencefalica (Johnson., 1984) y solo produce la 

denervación catecolaminérgica periférica, en el presente estudio no podemos descartar que se 

haya modificado la actividad noradrenérgica en el sistema nervioso central, lo que resulte en el 

desarrollo del SOPQ, como ha sido mostrado en estudios donde el síndrome es inducido por la 

exposición crónica a estrés por frío, donde incrementa la actividad NAérgica del ovario y no se 

modifica la secreción de corticoides. En este modelo del síndrome, la lesión del locus 
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coeruleus, donde predominan neuronas noradrenérgicas, revierte el SOPQ (Bernuci y col., 

2008).  

Tomados en conjunto, los resultas obtenidos en este estudio muestran que la inervación 

catecolaminérgica tiene una participación fundamental en la patología del SOPQ y que la 

reducción de la hiperactividad noradrenérgica podría prevenir el desarrollo del síndrome o bien, 

una vez desarrollado éste, la disminución de la actividad catecolaminérgica restablecería la 

función reproductiva. 
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CONCLUSIONES  

 En la rata hembra prepúber, la denervación catecolaminérgica periférica por el 

tratamiento crónico con GTD, no modifica la ovulación ni la secreción de hormonas 

esteroides cuando la rata alcanza la etapa adulta. 

 En la rata hembra, la inervación catecolaminérgica regula de manera estimulante el 

desarrollo del SOPQ. 

 La denervación catecolaminérgica periférica iniciada antes de la inyección de VE, evita 

el desarrollo del SOPQ cuando la rata alcanza la etapa adulta. 

 La denervación catecolaminérgica periférica realizada al mismo tiempo o 15 días 

después de la inyección del VE, evita el desarrollo del SOPQ en la rata adulta. 

 En ratas adultas con SOPQ, la denervación catecolaminérgica periférica restableció la 

ovulación.  

 La inervación catecolaminérgica del ovario tiene un papel estimulante en la patología 

del SOPQ, el presente estudio es una evidencia de que la disminución de la actividad 

catecolaminérgica podría ser útil en la terapia clínica para inducir la ovulación en las 

pacientes con el síndrome, sin embargo son necesarios más estudios que apoyen lo 

anterior.  
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Pharmacological sympathetic denervation
prevents the development of polycystic
ovarian syndrome in rats injected with
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Abstract

Background: The injection of estradiol valerate in female rats induces polycystic ovary syndrome, which is characterized
by polycystic ovaries, anovulation, and hyperandrogenism. These characteristics have been associated with an increase in
the ovarian concentration of norepinephrine, which occurs before establishing the polycystic ovary syndrome. The
bilateral section of the superior ovarian nerve restores ovarian functions in animals with polycystic ovary syndrome. The
superior ovarian nerve provides norepinephrine and vasoactive intestinal peptide to the ovary. An increase in the activity
of both neurotransmitters has been associated with the development of polycystic ovary syndrome. The purpose of the
present study was analyzed the participation of the noradrenergic nervous system in the development of polycystic ovary
syndrome using guanethidine as a pharmacological tool that destroys peripheral noradrenergic nerve fibers.

Methods: Fourteen-day old female rats of the CIIZ-V strain were injected with estradiol valerate or vehicle solution. Rats
were randomly allotted to one of three guanethidine treatment groups for denervation: 1) guanethidine treatment at age
7 to 27-days, 2) guanethidine treatment at age 14 to 34- days, and 3) guanethidine treatment at age 70 to 90- days. All
animals were sacrificed when presenting vaginal oestrus at age 90 to 94-days. The parameters analyzed were the number
of ova shed by ovulating animals, the ovulation rate (i.e., the numbers of ovulating animals/the numbers of used animals),
the serum concentration of progesterone, testosterone, oestradiol and the immunoreactivity for tyrosine hydroxylase
enzyme. All data were analyzed statistically. A p-value of less than 0.05 was considered significant.

Results: Our results show that the elimination of noradrenergic fibers before the establishment of polycystic ovary
syndrome prevents two characteristics of the syndrome, blocking of ovulation and hyperandrogenism. We also found
that in animals that have already developed polycystic ovary syndrome, sympathetic denervation restores ovulatory
capacity, but it was not as efficient in reducing hyperandrogenism.

Conclusion: The results of the present study suggest that the noradrenergic fibers play a stimulant role in the
establishment of polycystic ovary syndrome.
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Background
Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common
endocrine disorder which affects between 6 and 10% of
women in reproductive age [1, 2]. In 2006, the Androgen
Excess & PCOS Society concluded that in the diagnosis of
PCOS, the disorder predominantly consists of androgen
excess and ovulatory dysfunction (i.e., chronic ovulatory
dysfunction or polycystic ovarian morphology), with the
exclusion of specific disorders, such as nonclassic adrenal
21-hydroxylase deficiency, Cushing’s syndrome, hyperpro-
lactinemia, and androgen-producing tumors [3]. Fre-
quently, PCOS is accompanied by obesity, hirsutism, and in
the vast majority of cases, infertility [4]. In addition, some
women with PCOS present metabolic alterations such as
hyperinsulinemia and insulin resistance, the severity of both
disorders increases in the presence of obesity [5] and the
risk of cardiovascular diseases [6]. Some of the medical
treatments for inducing ovulation in patients with the
syndrome are: treatment with clomiphene citrate (an anti-
estrogen) [7], treatment with exogenous follicle stimulating
hormone (FSH) [8], wedge resection of the ovaries [9] or
treatment with low frequency electroacupuncture [10].
The etiology of PCOS is currently unknown. Evidence

suggesting that the syndrome may originate in the hypo-
thalamus, due to a primary neuroendocrine defect in
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) secretion that
leads to increased frequency and amplitude in the pulses
of the secretion of luteinizing hormone (LH) [11]. Recent
studies suggests that ovarian innervation also plays a role
in the physiopathology of the syndrome, since it has been
observed that, in both, rodent with the induced pathology
and women with the syndrome, there is an increase in
sympathetic ovarian nervous activity [12–15].
In the rat, the ovary receives sympathetic innervation

from two neural pathways: the ovarian plexus nerve
(OPN) and the superior ovarian nerve (SON). The
SON-fibers innervate the thecal cells and provide the
ovary with norepinephrine (NE), mainly; but also, with
neuropeptide Y (NPY) and vasoactive intestinal peptide
(VIP) [16, 17]. In prepubertal rats, the bilateral section
of the SON decreases ovarian NE concentrations at the
first 24 h post-denervation [16, 18].
In prepubertal and adult rats, injection with 2 mg of

estradiol valerate (EV), a long-acting estrogen, induces
PCOS [19–22]. Rats with EV-induced PCOS are charac-
terized by early puberty [21, 22], loss of estrous cycles
[21, 23], high concentrations of androgens [22], anovula-
tion, and around 60 days after EV injection, follicular
cysts in the ovaries are observed [19]. The polycystic
ovaries developed by the EV-injection show a reduction
in their size, absence of corpora lutea, development of
follicular cysts and poor follicular development [21, 24].
Because the structure of the ovaries of rats injected with
EV is different from that of the ovary of women with

PCOS, some authors have suggested having precautions
when comparing these polycystic ovaries [25].
The development of PCOS has also been associated

with changes in the catecholaminergic activity of the
ovary. These changes include increase ovarian NE concen-
tration and in the activity of tyrosine hydroxylase (TH), a
limiting enzyme in NE biosynthesis, and a decrease in the
number of beta-adrenergic receptors [12]. In this PCOS
model, spontaneous ovulation occurs after the bilateral
section of the SON and the androgens concentration in
the ovary is normalized [20–22]. Parra et al. [26] showed
that in addition to ovarian NE concentration increases,
EV-treated rats also show an increase in VIP concentra-
tion, which could stimulate the onset of PCOS. This is
possible, since ovaries of rats with PCOS cultivated in the
presence of VIP release higher amounts of androgens and
oestradiol than ovaries of rats without the syndrome.
Since surgically sectioning the SON of rats with PCOS

does not allow us to distinguish whether the reestablish-
ment of ovulation and serum androgen concentrations is
due to a decrease in ovarian NE or VIP levels, the aim of
the present study was to analyze the participation of the
noradrenergic system in the onset of PCOS. For this
purpose, we used guanethidine monosulfate (GTD) as a
pharmacological tool that destroys only peripheral norad-
renergic fibers [27], as GTD does not cross the blood-brain
barrier [28]. GTD does not accumulate in other cell types
(i.e. sensory neurons) nor does it cause their destruction
[28, 29]. Our working hypothesis was that eliminating of
noradrenergic fibers before or during PCOS onset would
result in spontaneous ovulation and normal testosterone
levels, while the same treatment after PCOS onset would
reverse the ovulation blockage caused by the syndrome. In
the present study, the treatment consisted of chronically
injecting GTD for three weeks, before, during or after EV
treatment to induce PCOS. Our data suggest that the nor-
adrenergic fibers play a stimulant role in the establishment
of PCOS.

Methods
All experiments were carried out in strict accordance with
the Mexican Law of Animal Treatment and Protection
Guidelines, and the specifications of the Mexican Official
Standard, NOM-062-ZOO-1999. The Committee of the
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza approved the
experimental protocols. All efforts were taken to minimize
the number of animals used, and all procedures were
undertaken in a humane manner.
The study was performed using pre-pubertal female rats

of the CIIZ-V strain from our own breeding stock.
Animals were maintained under controlled lighting condi-
tions (lights on from 05:00 to 19:00 h); with free access to
food (Purina S.A., México) and tap water.
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Animal treatment
Following previously described methodologies [22, 30],
PCOS was induced by injecting 14-day old rats with a
single 2 mg EV (Sigma Chem. Co., St. Luis, Mo. USA)
dose dissolved in 0.1 ml of sesame oil (Vehicle Vh,
Sigma Chem. Co., St. Luis, Mo. USA). The control group
consisted of 10 animals injected with Vh only.
To analyze the effect that noradrenergic denervation

has on PCOS onset, GTD denervation treatment was
performed before, during and after EV-treatment to
induce PCOS (Fig. 1).
Rats were randomly assigned to one of the following

experimental groups described below.

Model 1. GTD denervated rats before EV treatment
Following the Lara model [31], to test whether the elimin-
ation of noradrenergic fibers prevents the onset of PCOS,
21 rats were denervated by chronic intraperitoneal chronic
injection of 50 mg/kg GTD (Sigma Chem. Co., St. Luis,
Mo. USA) for three weeks, from age 7 to 27-days old. At
14-days of age, 11 of the 21 rats treated with GTD were
injected with EV, and the remaining 10 animals with Vh.

Model 2. Rats denervated with GTD at the same time of EV
treatment
To assess if GTD denervation treatment prevents PCOS
onset when initiated at the same time as the EV treat-
ment, ten 14-day old rats were injected with EV and
subsequently with the first three week dose of GTD, as
described in the previous model, from age14 to 34-days
old. The control group consisted of fourteen 14-day old
animals injected with Vh and treated with GTD during
the same (age14 to 34-days old) period.

Model 3. Rats with induced PCOS subsequently denervated
with GTD
Since ovarian cysts develop 56 days after EV injection
[19], this model served to analyze if denervation with
GTD restores ovarian function in animals with an estab-
lished PCOS. Twelve 14-day old animals were injected
with EV and after 56 days with GTD for three weeks
(from 70 to 90 days). The control group consisted of ten
14-day old animals treated with Vh and with GTD dur-
ing the same (age70 to 90 days) period.

Autopsy procedures
All animals were sacrificed when presenting vaginal
oestrus, at 90 to 94 days of age. Eighty percent of the an-
imals from each experimental group were sacrificed by
decapitation and the remaining 20% with an overdose of
sodium pentobarbital (PiSA Agropecuaria, S.A. de C.V.).
Animals sacrificed by decapitation: Sacrifice and aut-

opsy procedures were performed between 10.00 AM and
noon. Trunk blood was collected, allowed to clot, and

centrifuged during 15 min at 3000 RPM. The serum was
stored at − 20 °C until progesterone, testosterone and
oestradiol concentrations were measured. During aut-
opsy the oviducts were dissected and the number of ova
was counted with the aid of a dissecting microscope
(Nikon, Model C-PS). Ovaries were removed and proc-
essed for ovarian morphology analysis.
Animals sacrificed with sodium pentobarbital: An over-

dose of pentobarbital was injected at 10.00 time of day
and perfused intracardially to corroborate GTD’s ability to
destroy the noradrenergic fibers. This was carried out by
the expression of TH in the ovaries, using the immuno-
fluorescence technique.
The efficacy of GTD’s effects was assessed by measuring

TH expression using the immunofluorescence technique.

Analysis of ovarian morphology
To analyze the differences in ovarian morphology, three
ovaries from each experimental group were cleaned of
adherent fat tissue, fixed in Bouin solution for 24 h, dehy-
drated, embedded in paraplast, and serially sectioned at
10 μm. The sections were stained with hematoxylin-eosin
and examined under a binocular microscope (Nikon,
Model Labophot-2). All sections were analyzed for the
presence of corpora lutea (CL), follicular cysts, and
pre-cystic follicular structures. Following the criteria of
Brawer et al. [19], follicular cysts were defined as follicles
devoid of oocytes, displaying a large antral cavity, with an
enlarged thecal cell layer, and a thin (most frequently
monolayer) granulosa cell compartment containing appar-
ently healthy cells. Pre-cystic follicles were defined as large
follicles, with or without oocytes, containing four or five
plicate layers of small, densely packed granulosa cells sur-
rounding a very large antrum, and displaying a seemingly
normal thecal compartment [19].

Tyrosine hydroxylase immunofluorescence
The tyrosine hydroxylase immunofluorescence was per-
formed following previously described methodology [32].
In brief, ovarian 8μm paraplast sections were mounted
on coated glass slides. Each section was rinsed with PBS
at pH 7.4, and twice with PBS-B (PBS with 0.5% Triton
X-100). Sections were blocked by incubating them in
IgG free 2% bovine serum albumin (BSA sigma) for
30 min to reduce background staining [33], and subse-
quently incubated at 4 °C overnight with a polyclonal
rabbit anti-TH antibody (1:500) (Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc., USA, sc-14,007). On the next day, slides were
incubated with a secondary antibody (goat anti-rabbit
FITC-labeled) (Vector Labs., CA, USA, FI-1000) for
their visualization in the green channel. Slides were
counterstained with Vectashield with DAPI (Vector
Labs., CA, USA, H-1200). Sections of the ovaries were
viewed and photographed using a Digital Camera (Nikon
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DS-U2, Japan) coupled with a fluorescence microscope
(Nikon Eclipse E400, Japan). Intensity settings were kept
constant between sections. The image analysis was per-
formed using the Nis-Elements BR 3.0 system (Nikon).
Immunofluorescence was calculated as the total number
of pixels for the total area assessed by color segmentation

analysis, which produces quantification by locating all
objects of a specific color (green).

Hormone measurement
Serum concentrations of progesterone (ng/ml), testoster-
one (pg/ml), and oestradiol (pg/ml) were measured using

Fig. 1 Experimental design showing the groups corresponding to the study models. In all cases, animals were sacrificed at 90–94 days of life,
when the rats presented a vaginal oestrus
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) tech-
niques, with kits purchased from DRG Instruments GmbH
(Marburg, Germany). The intra-and inter-assay coefficients
of variation were 7.52% and 8.41% for progesterone, 6.42%
and 7.32% for testosterone, and 8.5% and 9.3% for
oestradiol, respectively. The standard curves for each hor-
mone were in the following range: progesterone from 0 to
40 (ng/ml), testosterone from 0 to 16,000 (pg/ml) and
oestradiol from 0 to 2000 (pg / ml). None of the samples
indicated concentrations below the test’s sensitivity.

Statistical analyses
Statistical analyses were performed using GraphPad InStant
3. The number of ova shed by ovulating animals was ana-
lyzed using a Kruskal-Wallis test, followed by a
Mann-Whitney U-test. Ovulation rate (i.e., the numbers of
ovulating animals/the numbers of used animals) was ana-
lyzed using a Fisher’s exact probability test. The fluores-
cence data and the serum concentration of progesterone,
testosterone and oestradiol were analyzed with a two-tailed
Student’s t test for comparing the results of two groups. A
p-value of less than 0.05 was considered significant.

Results
Ovulatory response
None of the EV treated rats ovulated (0/10), while 10/10
of Vh-treated ones did. The number of ovulating animals
and total number of ova shed was similar between
Vh-treated and the GTD-treated (before, during or after)
groups. No ovulation differences were observed between
the Vh-treated control groups of rats and animals dener-
vated with GTD before, during or after EV-treatment.
When comparing the ovulatory response of EV-treated an-
imals with GTD denervated animals we observed that ovu-
lation was restored in the three study (EV-treatment
before, during, or after GTD-treatment) groups (Table 1).

Ovarian morphology
Ovaries from the Vh group appeared normal, and various
primary and secondary follicles were apparent. Some of
the follicles were atretic and showed nuclear pyknosis and

some showed cell degeneration in the granulosa cell layer.
Numerous corpora lutea were also observed (Fig. 2a).
The ovaries of EV-treated rats were small and showed

very few follicles in development. Some of these follicles
showed pyknosis of the granulosa cell layers. No large
secondary or tertiary follicles, nor corpora lutea were
observed (Fig. 2b). In addition, the ovaries of these rats
showed numerous cysts which a very large central cavity
(Fig. 2c), a highly attenuated granular layer and an
abnormally thick theca layer (Fig. 2d).
In any of the three treatment periods studied, ovaries

of rats treated with Vh and denervated with GTD
showed a similar appearance to those of rats injected
only with Vh (Fig. 2e, g, i). On the other hand, ovaries of
animals injected with EV and denervated with GTD
exhibited follicles at various stages of development as
well as corpora lutea, observations that confirm ovula-
tion (Figs. 2f, h, j). In addition, no follicular cysts were
observed in the ovaries of rats treated with GTD before
or immediately after EV-treatment. In contrast, some
cystic structures were visible in animals denervated
56 days after EV-treatment (Fig. 2j).

Tyrosine hydroxylase expression in the ovary
As shown in Fig. 3, TH immunoreactivity was detected in
the ovaries of both, the Vh-treated control group and the
EV-treated group (Fig. 3a, b). Image analysis using the
Nis-Elements BR system showed a greater TH expression
in the EV-treated group than in the Vh-treated control
group (Fig. 4). In both groups, the TH expression were
observed around the follicles and in the interstitial gland.
In the EV-treated groups, the TH expression were observed
in the pre-cystic follicles. GTD-treatment before, during or
after EV-treatment yielded lower ovarian TH expression
(Fig. 3d, f, h). A similar effect was observed in the
Vh-treated groups (Fig. 3c, e, g). A semiquantitative
analysis of the images confirmed that, compared to the
Vh-treated control group, animals in all GTD- treated
groups showed lower TH expression. Compared to the EV
only or Vh only treatment groups, all GTD-treated groups
showed lower TH expression (Fig. 4).

Table 1 Number of ovulating rats (numbers of ovulating animals/the numbers of used animals) and mean ± S.E.M. number of ova
shed by rats injected with vehicle (Vh) or estradiol valerate (EV) at day 14 of life, and treated with GTD from 7 to 27 days of age
(Model 1), or 14 to 34-day of age (Model 2) or at 70 to 90-day of age (Model 3). Rats were sacrificed in the adult stage at days
90–94 of life, on the day of vaginal oestrus

Groups Number of ovulating rats Total number of ova shed

Vh EV Vh EV

Without denervation 10/10 0/10a 14.4 ± 0.7 0c

GTD (days 7–27) 9/10 8/11b 13.0 ± 1.3 11.2 ± 0.7 d

GTD (days 14–34) 11/14 9/10 b 13.2 0.7 10.6 ± 1.4 d

GTD (days 70–90) 10/10 7/12b 10.3 ± 0.8 12.2 ± 0.8d

Number of ovulanting rats a p < 0.05 vs. group treated with Vh; b p < 0.05 vs. group treated with EV (Fisher’s exact probability test); total number of ova shed c p <
0.05 vs. group treated with Vh; d p < 0.05 vs. group treated with EV (Kruskal Wallis test, followed by Mann-Whitney U-test)
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Hormone concentrations in serum
Compared to the Vh-treatment control group,
EV-treatment did not modify progesterone levels in serum.
In animals Vh-treated and GTD-treated at 14 to 34-day of
age progesterone levels were lower than in the Vh-treated
control group, while in the other periods of denervation
was not modified. In the 7 to 27-days of age groups,
EV-treated rats showed higher progesterone levels than
Vh-treated group. Compared to the EV-only treatment

group, rats subsequently treated with GTD from 14 to
34 days of age did not show changes in progesterone con-
centration, while rats with denervation treatment at 70 to
90-days of age showed higher progesterone levels (Fig. 5a).
Compared to the Vh-treatment control group,

EV-treated animals showed higher testosterone concentra-
tions, while, no testosterone concentration changes were
observed in the GTD-treatment groups (Study Model 1, 2
or 3). Compared to the EV-treated group, testosterone

A B

C

D

E F

G H

I J

Fig. 2 Ovarian histologies of the rats injected with a Vh or b EV at 14 days of age, e denervated with GTD (from days 7 to 27) + Vh at day 14 of
life or f GTD (from days 7 to 27) + EV at day 14 of life, g Vh-injected at day 14 of life + GTD (from days 14 to 34) or h EV-injected at day 14 of life
+ GTD (from days 14 to 34), i Vh-injected at day 14 of life + GTD (from days 70 to 90) or j EV-injected at day 14 of life + GTD (from days 70 to
90). 4X microscopic lens, Scale Bar = 500 μm; c amplification of a cyst taken from Fig. B. 10X microscopic lens, Scale Bar = 200 μm; d thickening of
the stratum of theca cells and thinning of the stratum of the granulosa cell of a follicular cyst taken from Fig. C. 40X microscopic lens, Scale Bar =
50 μm. Rats were sacrificed in the adult stage at days 90–94 of life, on the day of vaginal estrus; F: follicles in different stages of maturation; CL:
corpora lutea; PC: pre-cyst; C: cyst; gr: granulosa cells; t: thecal cells
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levels were lower in rats EV-treated and GTD-treatment at
7 to 27-days of age (Model 1) and at 14 to 34-day of age
(Model 2). EV-treated animals denervated at 70 to 90 days
of age showed higher testosterone concentrations than the
Vh-treated and GTD from 70 to 90 days of age (Fig. 5b).
Compared to the Vh-treatment control group,

higher estradiol levels were measured in EV-treated
rats and in the Vh-treated and GTD-treatment at 7
to 27-days of age. The same treatment on the other

two age groups did not have an apparent effect on
estradiol levels (Fig. 5c).

Discussion
Taken together, the results of the present study shows
that PCOS onset in pre-pubertal EV-treated rats
depends on the integrity of the ovary’s peripheral norad-
renergic system.

A B

C D

E F

G H

Fig. 3 Immunofluorescence staining of tyrosine hydroxylase (TH) in ovaries of rats injected with a Vh or b EV at 14 days of age, c denervated
with GTD (from days 7 to 27) + Vh at day 14 of life or d GTD (from days 7 to 27) + EV at day 14 of life, e Vh-injected at day 14 of life + GTD (from
days 14 to 34) or f EV-injected at day 14 of life + GTD (from days 14 to 34), g Vh-injected at day 14 of life + GTD (from days 70 to 90) or h EV-
injected at day 14 of life + GTD (from days 70 to 90). Ovarian sections were stained with anti-TH antibody (green color), and nuclear staining with
DAPI (blue color). F: follicles in different stages of maturation; PC: pre-cyst; gr: granulosa cells; t: thecal cells
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The ovary is innervated by sympathetic fibers through
the SON and OPN. In addition to containing catechol-
amines synthetizing fibers, the SON are formed by fibers
that synthesize other peptides; such as VIP and NPY; the
supply of substance P (SP) and calcitonin gene-related
peptide (CGRP) to the ovaries by the OPN [34]. The sur-
gical section of these nerves has been used to analyze
the role of innervation in ovarian functions. A research
model to target specific types of neurons consist of treat-
ments with neurotoxins, such as GTD; which when ad-
ministered chronically and in high doses produce
sympathectomy at the peripheral level [31, 35–37].
Studies with male rats by Heath and Burnstock,

[38] show that chronic high-doses GTD treatment has
no apparent effect on parasympathetic cholinergic
neurons or sensory neurons. According to Angeletti
et al. [39], injecting three doses of GTD decreases the
number of catecholaminergic neurons in the superior
cervical ganglion. Lara et al. [31] showed that in the
pubertal rat, the chronic injection of GTD destroys
the ovary’s catecholaminergic neurons. Tyrosine
hydroxylase is the limiting enzyme in catecholamines
biosynthesis, and is widely used as a norepinephrine
biosynthesis marker [31]. An increase in TH activity
and expression in the ovary has been documented in
rats with EV-induced PCOS [12, 24, 40]. Our results
support these findings, since the ovaries of EV-treated
rats showed as increase in TH expression. Tyrosine
hydroxylase expression was almost completely lost in
GTD-treated animals before, during, or after
EV-treatment. This result reinforces the accounts of a
GTD-induced reduction of catecholaminergic neurons
and agrees with the observations presented by Ange-
letti et al. [39] and Lara et al. [31].

To date, despite the exhaustive research on the
etiology of PCOS, the causes of the syndrome are still
unknown. One of the hypotheses proposed to explain
the origin of PCOS suggests that increases in ovarian
sympathetic nerve activity results in abnormal ovarian
function [12, 13, 20, 24]. In women with PCOS, the
ovaries show greater density of nerve fibers [14] and
higher sympathetic nerve activity [41]. In EV-treated
rats, and in rats exposed to chronic cold stress, the onset
of PCOS is accompanied by increases in sympathetic
nerve activity [13, 42]. In the EV-induced PCOS model,
the surgical sectioning of the SON restores estral cyclic-
ity, ovulatory capacity, and the presence of corpora lutea
[20, 21]. This response has been explained by decreases
in adrenergic tone; however, as previously described, in
addition to providing adrenergic fibers to the ovary the
SON is also a source of other peptides such as VIP.

Fig. 4 Analysis of the distribution of TH in ovaries of control-rats
injected with Vh (blue bars) or EV (red bars) at 14 days of age; rats
denervated with GTD (from days 7 to 27) + Vh (striped blue bars) or
GTD (from days 7 to 27) + EV (striped red bars); Vh + + GTD (from
days 14 to 34) (striped blue bars) or EV + GTD (from days 14 to 34)
(striped red bars); Vh + GTD (from days 70 to 90) (striped blue bars)
or EV + GTD (from days 70 to 90) (striped red bars). All animals were
sacrificed at days 90–94 of life. The image analysis was performed
using the Nis-Elements BR 3.0 system. *p < 0.05 versus immediate
control group; ▲p < 0.05 versus Vh-control group; ▪p < 0.05 versus
EV-control group (Student’s t-test)

C

B

A

Fig. 5 Mean ± S.E.M. progesterone (ng/ml) (a), testosterone (pg/ml)
(b) and estradiol (pg/ml) (c) serum levels in control-rats injected
with Vh (blue bars) or with EV (red bars) at 14 days of age; rats
denervated with GTD (from days 7 to 27) + Vh (striped blue bars) or
GTD (from days 7 to 27) + EV (striped red bars); Vh + + GTD (from
days 14 to 34) (striped blue bars) or EV + GTD (from days 14 to 34)
(striped red bars); Vh + GTD (from days 70 to 90) (striped blue bars)
or EV + GTD (from days 70 to 90) (striped red bars). All animals were
sacrificed at days 90–94 of life when the rats presented a vaginal
oestrus. *p < 0.05 versus immediate control group; ♦p < 0.05 versus
corresponding control group without GTD (Student’s t-test)
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Hence the importance of using a more specific tool,
such as GTD, that only destroys catecholaminergic neu-
rons [37]. In the present study, the results obtained from
estimating TH expression in control and EV-treated ani-
mals with GTD denervation shows that regardless of the
age of treatment, the number of pixels with the immu-
noreactive mark was significantly lower in GTD treated
animals. These results confirm the success of catechol-
aminergic fibers denervation.
According to the criteria established in 2006 by the

Society of Excess of Androgens and Polycystic Ovarian Syn-
drome, hyperandrogenism is the most important parameter
in PCOS diagnosis. In EV-induced PCOS rats, hyperandro-
genism is explained by increases in steroidogenic activity in
theca cells of cystic and pre-cystic structures in the ovaries
[43] and increases in NE concentrations [13].
This hypothesis is supported by present study results,

by the time the rats reached adulthood EV-treated ani-
mals with chronic GTD treatment stopped PCOS onset
(anovulation and high of testosterone concentrations).
According to Lara et al. [24], an increase in ovarian

neural growth factor (NGF) concentration is observed
15 days after EV treatment, resulting in higher TH activ-
ity in the superior mesenteric celiac ganglion (CSMG)
and the subsequent release of NE to the ovary that pre-
cedes development of ovarian cysts.
In models 1 and 2 of the present study, denervation

with GTD began before the ovarian NGF increases, sug-
gesting that TH activity increases was not present. We
can’t rule out that PCOS onset had taken place and was
resolved by the nerves inactivity. New experiments are
necessary to evaluate such possibility.
In animals of Model 3, in which EV-induced PCOS is

fully established, denervation of the noradrenergic fibers
reaching the ovary is efficient at restoring ovulation, but the
testosterone concentration decrease was not significant.
This can be explained by the persistence of some pre-cystic
structures in the ovaries of these rats. The persistence of
pre-cystic structures in the ovaries in animals from Model
3 could be explained by the short time between denervation
and autopsy. Unlike the animals in Model 1 and 2, where
autopsy was performed at least 50 days after denervation
treatment, animals in Model 3 were sacrificed immediately
after denervation treatment, and the time elapsed between
denervation treatment and autopsy was not enough to
allow the remodeling of the ovarian structure.
In addition to preventing hyperandrogenism and

anovulation, peripheral noradrenergic denervation in
EV-treated animals prevented morphological alterations
of the ovaries, a characteristic of animals with PCOS.
The ovaries of these animals showed corpora lutea and
follicles in different growth stages, which allow us to
suggest that the animals would probably be able to ovu-
late in later cycles.

In mammals, the sympathetic innervation of the ovary
stimulates ovulation and secretion of steroid hormones
[18, 44, 45]. According to several authors, the role of the
ovarian sympathetic innervation varies according to the
animal’s endocrine stage [16, 17, 31, 46, 47].
In the present study, the results obtained from

Vh-treated and GTD-denervated animals support this idea.
Uchida and Kagitani [48] reported that the electrical stimu-
lation of the SON results in lower testosterone concentra-
tions via the activation of alpha-1 adrenergic receptors, and
in lower oestradiol levels by the activation of alpha-2 adren-
ergic receptors. The discrepancy between Uchida and Kagi-
tani’s findings and the present study results on testosterone
and oestradiol secretion regulation in the Vh-treated and
GTD denervated animals may result from the destruction
of noradrenergic neurons by GTD treatment, evidenced by
the TH (activity / expression) reduction.
According to Kuncová et al. [49], GTD-treatment to

pre-pubertal rats does not modify immunoreactivity to
VIP in cardiac tissue. According to Benarroch et al.
[50], adults rats treated with GTD for 5 weeks showed
increased immunoreactivity to VIP neurons in the
CSMG and not to VIP neurons in the superior cervical
ganglion. The authors indicate their results were due to
differences in afferent inputs to prevertebral and para-
vertebral ganglia. Working with adult rats, we’ve previ-
ously shown [51] that the effects on progesterone,
testosterone, and oestradiol secretion resulting from
unilaterally injecting VIP into the ovary’s intra-bursal
depends on the injected ovary, the day of the estrous
cycle treatment was performed, and the time elapsed
between treatment and autopsy. These results suggest
that the asymmetric response of the ovaries to VIP
treatment is modulated, at least in part, by the innerv-
ation received by each ovary [51]. The effects of VIP on
steroid hormones release by the ovaries are modulated
by neural signals arriving through the SON (NE and/or
NPY) ([52], in press). According to Lara et al. [31] there
is no information on whether VIP-containing nerves in
the SON or VIP-producing ovarian cells remain func-
tional in GTD-treated rats. Therefore, in the present
study we cannot rule out the possibility that the
GTD-treatment had an impact on the VIP effects on
the ovaries.
Studies have shown that VIP is a potent stimulant of

steroid hormones secretion, and its effects have been
explained through the regulation of enzymes involved
in steroidogenesis [53]. The effect that VIP has on
regulating steroid hormone secretion has been shown
in experimental models, where the ovaries of adult
EV-treated rats were removed and placed in a culture
medium with VIP can release a greater quantity of
androgens and estrogens than the ovaries of EV-treated
rats cultured without the VIP-stimulus [26].
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Conclusions
Taken together, the results of the present study support
the notion that the increased peripheral noradrenergic
tone seen in animals with EV-induced PCOS is an im-
portant factor in the onset of the pathophysiology.
There is evidence showing that even though the con-

centration of NE is high in rats with EV-induced PCOS,
the reestablishment of ovarian function is not only due
to a decrease in noradrenergic activity since ovulation
restoration occurs in the innervated ovary and not in the
denervated ovary of animals with EV-induced PCOS and
unilateral sectioning of the SON [22].
Furthermore, in rats with EV-induced PCOS ovulation

reestablishment occurs after unilateral or bilateral section-
ing of the vagus nerve [30]. Morales-Ledesma et al. [54]
showed that development the PCOS induced by subcuta-
neous injecting testosterone propionate was not modified
by the unilateral or bilateral sectioning of the SON, sug-
gesting that the etiology of PCOS depends not only on the
hyperactivity of NE fibers and that other neurotransmitters
are participating in the onset and maintenance of PCOS.
The present study contributes to the set of evidence

that support the participation of the sympathetic innerv-
ation in PCOS onset and could lay the foundations to
propose therapeutic alternatives that improve PCOS al-
terations. There is evidence that some women with
PCOS can ovulate after treatment with low frequency
electroacupuncture applied at the ovarian innervation
origin level [55]. In clinical studies, low GTD doses have
been used to reduce hypertension [56]. Since some pa-
tients with PCOS present metabolic alterations, includ-
ing high blood pressure [57, 58], GTD treatment could
reduce sympathetic activity and improve some of the al-
terations related to the PCOS. More studies are neces-
sary to support such possibility.
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