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ABREVIATURAS

3B-HSD: 3B3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

170-HSD: 17a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

17B-HSD: 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

20a-HSD: 200-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

ACTH: Hormona adenocorticotropa

Ant: Antagonista

AMPc: Monofosfato de adenosina
ciclico

ARNm: Acido ribonucleico
mensajero

ATP: Trifosfato de adenosin

CGRP: péptido relacionado con el
gen que codifica a la calcitonina

DHEA: Dehidroepiandrosterona
E: Estro

ERK: Quinasa regulada por senales
extracelulares

FSH: Hormona foliculo estimulante

OD: Ovario derecho

GCMS: Ganglio celiaco
mesentérico superior

GLP: Péptido similar al glucagdn

GnRH: Hormona liberadora de las
gonadotropinas

GPCR: Receptores acoplados a
proteinas G

GRF: Factor liberador de la
hormona del crecimiento

hCG: Hormona gonadotropina
coridonica humana

KL: Ligando kit

LH: Hormona luteinizante

NA: Noradrenalina

NOS: Nervio ovdrico superior
NPO: Nervio del plexo ovarico
NPY: Neuropéptido Y

NV: Nervio vago

Ol: Ovario izquierdo
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P: Proestro
PHM: Péptido histidina-metionina

P450scc: Enzima citocromo P450 de
escision de la cadena lateral de
colesterol

PG97-269. Antagonista de los
receptores VPAC-1

PACAP: Polipéptido activador del
adenilato ciclasa de la pituitaria

PLC: Fosfolipasa C

PKA: Proteina cinasa A

PKC: Proteina cinasa C
REL: Reticulo endopldsmico liso
SP: Sustancia P

StAR: Proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda

TA: Testigo absoluto

Vh: Vehiculo

VIP: Péptido intestinal vasoactivo
VPAC-1: Receptor de VIP subtipo 1

VPAC-2: Receptor de VIP subtipo 2



RESUMEN

El Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP) es un neuropéptido que participa en la
regulacion del proceso de reproduccion. En el ovario modula de manera
estimulante el inicio del crecimiento folicular, la secrecion de hormonas
esteroides y eventos previos que culminan con la ovulacion. Sus efectos
bioldgicos son mediados a través de la unidn del péptido a sus dos
receptores, VPAC-1 y VPAC-2, que al igual que el VIP poseen una amplia
distribucion en el organismo. En el ovario, el receptor VPAC-1 tiene una
mayor distribucidon que el VPAC-2, y que su expresion varia en funcidon del

dia del ciclo estral.

Actualmente se desconocen las funciones especificas que ejerce el VIP en
el ovario a fravés de la activacion de cada uno de sus receptores. En el
presente estudio se evalud el papel del VIP en el animal ciclico en proestro
sobre las funciones ovdricas mediante el bloqueo selectivo de los receptores
VPAC-1. Para ello se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV de 60
dias de edad que en el dia del proestro fueron microinyectadas en la bursa
del ovario izquierdo o derecho con 10 uL de agua inyectable (Vh) o del
antagonista selectivo de los receptores VPAC-1 (PG 97-269), a una
concentracion de 10 nM. Los animales fueron autopsiados a los 60 minutos
de la cirugia o al presentar el estro vaginal inmediato. Como grupos de

comparacioéon se utilizaron animales testigo absoluto (TA) en proestro o estro.

En los animales sacrificados a los 60 minutos, la inyeccion del Vh en la bursa
ovdrica izquierda resultdé en el aumento de la concentracion de
progesterona y testosterona en suero, mientras que al inyectar el Vh en la
bursa derecha incremento la concentracion de progesterona, testosterona
y estradiol, respecto al TA. La inyeccién del antagonista de los receptores
VPAC-1 enla bursa del ovario izquierdo resultd en una menor concentracion

de progesterona y testosterona, en comparacion al grupo Vh; mientras que



la inyeccién en la bursa ovdarica derecha disminuyd la de progesterona vy

estradiol.

En los animales sacrificados al estro, la inyeccion unilateral del Vh en la bursa
ovdarica resultd en el aumento de la masa ovdrica y del peso del Utero, en
comparaciéon al TA; mientras que la masa adrenal fue mayor cuando se
administré el Vh en la bursa ovdarica izquierda. En los animales con inyeccion
del antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa ovdrica derecha se
observd un menor peso del Utero respecto a su grupo Vh, asi como un menor
porcentaje de animales ovulantes y del nUmero de ovocitos liberados

respecto a su ovario contralateral.

La inyeccion del Vh en la bursa ovdrica izquierda resulté en una mayor
concentracion de estradiol en suero, mientras que el mismo fratamiento en
la bursa del ovario derecho incrementd la concentracion de progesterona
y testosterona en comparacion al grupo TA. La inyeccion del antagonista
de los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario izquierdo disminuyd la
concentracion de progesterona, testosterona y estradiol, respecto al grupo
Vh; mientras que, al inyectar el antagonista en la bursa del ovario derecho,

la concentracion de progesterona fue menor.

Los resultados del presente estudio muestran que el VIP, a través de la
activacion del receptor VPAC-1, regula de manera estimulante la secrecion
de progesterona en ambos ovarios, y de manera asimétrica la secrecion de
testosterona y estradiol, en funcion del tiempo de evolucion entre el estimulo
y la autopsia. Asimismo, muestran que el papel del VIP en el proceso de
ovulacion es asimétrico, siendo predominante en el ovario derecho,

mediante la activacion de los receptores VPAC-1.



INTRODUCCION

El ovario readliza dos funciones, la ovulacidon y la secrecidn de hormonas
esteroides. Ambas funciones se encuentran reguladas por dos vias: la
neuroendocrina, a través de la activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-
ovario (Tresguerres, 2010) y la nerviosa, mediante senales nerviosas que
llegan al ovario a través del nervio ovarico superior (NOS), el nervio del plexo
ovdarico (NPO) y el nervio vago (NV) (Dees y col., 1986; Dissen y Ojeda, 1999;

Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

Las fibras nerviosas que ingresan a los ovarios aportan diversos
neurotfransmisores que modulan las funciones ovdricas, entre ellos, el
péptido intestinal vasoactivo (VIP), un neuropéptido de 28 aminodcidos
(Couvineau y Laburthe, 2012). El mayor aporte VIPérgico al ovario es de
origen extrinseco e ingresa a la génada principalmente por el NOS y en
menor proporcion a través del NV (Dees y col., 1986). Ademds, el VIP es
sintetizado de manera local por las células de la granulosa del foliculo

ovdarico (Hulshof y col., 1994).

Los efectos bioldgicos del VIP son mediados por la activacion de dos
receptores, el VPAC-1 y el VPAC-2 (Laburthe y col., 2007). En el ovario de
ratas adultas, la expresion de los receptores VIPérgicos es asimétrica y varia
en funcion del dia del ciclo estral, donde, en comparacion al ovario
izquierdo, el derecho presenta una mayor expresion del receptor VPAC-1 en
los dias del diestro 2 y estro, y de VPAC-2 en el dia del proestro. Asimismo, se
ha observado que, en comparacion a VPAC-2, el receptor VPAC-1 tiene
una distribucion mas amplia en las estructuras del ovario, que el VPAC-2
(Ayala, 2017).
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Por estudios in vitro se ha mostrado que en el ovario, el VIP estimula la
ovulacion (Schmidt y col., 1990) y la secrecion de hormonas esteroides,
mediante la activacion de enzimas implicadas en la esteroidogénesis
(Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986; Tilly y Johnson, 1989). Bajo
condicionesin vivo se ha mostrado que el VIP tiene efectos asimétricos sobre
la secrecion de hormonas esteroides que varian en funcidn del dia del ciclo
estral (Rosas y col., 2015). Tales asimeftrias ante el estimulo VIPérgico pudieran
estar asociadas a las senales nerviosas que reciben los ovarios a fravés del
NOS (Rosas y col., 2018) y a la expresion diferencial de los receptores (Ayala,
2017).

Actualmente se desconocen las funciones que ejerce el VIP a través de la
activacion especifica de cada uno de sus receptores, por lo que en el
presente estudio se analizd en el modelo de rata adulta ciclica en proestro,
los efectos agudos (60 minutos) y subagudos (al estro inmediato) del VIP
sobre las funciones ovdricas, a tfravés del bloqueo de los receptores VPAC-1
por la microinyeccion unilateral del antagonista especifico PG 97-269 en la

bursa ovdrica.



MARCO TEORICO

Histologia del Ovario

El ovario desempena dos funciones, la produccion de 6vulos maduros y la
secrecion de hormonas esteroides (estradiol, progesterona y testosterona) y
proteicas (inhibina y activina) (Botella, 1995). En etapas tempranas del
desarrollo, el ovario posee una superficie lisa que conforme avanza la edad
reproductiva del animal, foma una textura rugosa debido al desarrollo
folicular (Thews y col., 1983; Estrada y Uribe, 2002; Berne y Levy, 2006;
Costanzo, 2011).

Los ovarios son oérganos pares en forma de almendra, de color blanco
rosdceo. Estan situados en la cavidad pélvica, recubiertos por un pliegue del
peritoneo, el mesoovario, que proporciona sostén, fijGndolos a la superficie
posterior del ligamento ancho (Thews y col., 1983; Estrada y Uribe, 2002).
Estdn recubiertos por una capa de células cubicas, el epitelio superficial, por
debajo del cual se encuentra una capa de tejido conjuntivo denso, la tdnica
albuginea. En el ovario se pueden distinguir tres zonas (Figura 1): la corteza,

la médula y el hilio (Ross y Pawlina, 2015).

La corteza es la zona externa del ovario y se encuentra tapizada por el
epitelio superficial (Gartner y Hiatt, 2011; Ross y Pawlina, 2015). Estd formada
por una red de tejido conectivo llamada estroma, constituida por células
fusiformes, fibras retficulares, células estomdticas y células fibrobldsticas
(Jabara y col.,, 2003). Las células del estroma proporcionan soporte
estructural a los foliculos y al cuerpo IUteo, ademds de que dan origen a las
células de la teca (Inzunza y col., 2015). Asimismo, contiene foliculos en
diferentes estadios de maduracion (Botella, 1995), al cuerpo lUteo y a la

glandula intersticial. Esta Ultima estd formada por células epitelioides e



intersticiales que secretan androgenos, principalmente testosterona y
androstenediona (Botella, 1995; KGhnel, 2003).

La médula es la zona interna del ovario. Estd formada por tejido conjuntivo
laxo, células musculares, fibras nerviosas, asi como vasos sanguineos vy

linfaticos (Berne y Levy, 2006; Barret y col., 2013; Ross y Pawlina, 2015).

El hilio es la zona del ovario a través de la cual ingresan a la génada vasos
sanguineos, linfaticos y nervios. Estd formado por tejido conectivo de sostén
y por células estereidogénicas denominadas hiliares (Thews y col., 1983;
Botella, 1995; Estrada y Uribe, 2002; KUhnel, 2003; Tresguerres, 2010; Gartner y
Hiatt, 2011; Ross y Pawlina, 2015).

Foliculo Foliculo Hilio
Primario Primario )
Foliculo

Foliculo
secundario

Multilaminar Unilaminar i 5
e > primordial

Corteza

Tunica albuginea

Cap

Cuerpo Blanco

Epitelio superficial

Foliculo terciario
(preovulatorio)

Rupturade la

pared folicular
* Cuerpo
Liteo
Liberacién del
ovocito
secundario

Figura 1. Esfructura del ovario en la que se observa de manera secuencial el
proceso de desarrollo folicular, la ovulacion y la formacion del cuerpo IUteo

(Tomado y modificado de Antonio, 2020).
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Desarrollo Folicular

El proceso de maduracion de los ovocitos ocurre dentro de la corteza
ovdrica, en estructuras especializadas denominadas foliculos, que estdn
formados por un ovocito rodeado por células de la granulosa y la teca. Los
foliculos se encargan de proteger, nutrir y madurar al ovocito para el
momento de la ovulacion (Caracava y col., 2005). Al nacimiento, la mujer
cuenta con aproximadamente 2 millones de foliculos, de los cuales solo
400.000 foliculos sobreviven hasta la pubertad y alrededor de 400 llegan a
ser ovulados durante la vida reproductiva (Carlson, 2009). En la rata se ha
descrito que al nacer, el ovario cuenta con aproximadamente 35,000
foliculos que disminuyen conforme avanza la edad, siendo 11,000 a los 23
dias de vida y alcanzan un valor de 6,000 a 7,000 después de la pubertad
(Arai, 1920; Mulherony col., 1989). El desarrollo folicular, comprende una serie
de cambios morfoldgicos de los foliculos, con base en los cuales se clasifican

como:
Foliculos Primordiales

Son los foliculos mds abundantes del ovario. Se localizan en el estroma de la

cortezq, justo por debajo de la tUnica albuginea (Comino y Lopez, 2004).

A Lamina basal

Células
estromales

Células
pregranulosa

Figura 2. Estructura esquemdtica (A) y fotomicrografia del foliculo primordial (B),
conformado por un ovocito (O) rodeado por células de la pregranulosa (Tomado
y modificado de Ross y Pawlina, 2015; Stevens y Lowe, 2015).
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Tras el inicio de la primera meiosis, el ovocito primario, queda detenido en la
profase | (en la etapa de dictioteno en roedores y diploteno en humano)
(Dominguezy col., 1991). Enlos foliculos primordiales, el ovocito se encuentra
rodeado por una capa de células epiteliales planas denominadas células
foliculares o pregranulosas, alrededor de las cuales se encuentra la [dmina
basal que actia como una barrera semipermeable que estd en contacto
con el estroma (Figura 2) (Moore y col., 2008; Carlson, 2009; Irving-Rogers y

col., 2010; Inzunza y col., 2015; Ross y Pawlina, 2015).

Foliculos Primarios

Son foliculos que han iniciado su crecimiento. Se caracterizan por presentar
un incremento en el tamano del ovocito primario (Moore y col., 2008). Las
células pregranulosas se tornan cuboidales y dan origen a las células de la
granulosa, que comienzan a proliferar (Moore y col., 2008). De acuerdo con
el nUmero de capas de células de la granulosa que los conforma, los
foliculos primarios pueden ser clasificados como unilaminares, con una sola
capa de células de la granulosa (Figura 3A) o multilaminares, con dos a 3

capas (Figura 3B) (Ross y Pawlina, 2015).

En esta etapa del desarrollo folicular, el ovocito es rodeado por la zona
pelicida, una membrana prominente, traslUcida, aciddfila y retrdctil
compuesta por material glucoproteico, acelular y amorfo. El ovocito y las
células de la granulosa establecen comunicacidn mediante
microvellosidades y uniones nexo que permiten el intercambio de
aminodcidos y metabolitos de la glucosa, necesarios para el crecimiento del
ovocito. Las células de la granulosa secretan un factor inhibidor de la
meiosis, responsable de mantener el primer bloqueo de la meiosis al ovocito

(Moore y col., 2008).



Las células del estroma circundante comienzan a agruparse en capdas
concéntricas alrededor del foliculo primario, formando la teca folicular (Ross

y Pawlina, 2015).
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Figura 3. Representacion esquemdadtica y fotomicrografias del foliculo primario
unilaminar (A y B) y multilaminar (C y D) donde se observan estructuras como el
ovocito (O), zona pelucida (ZP), células de la granulosa (CG), células de la teca (T)
y la ldmina basal (LB) (Tomado y modificado de Ross y Pawlina, 2015; Syevens y
Lowe, 2015).

Foliculos Secundarios

Las células de la granulosa proliferan hasta alcanzar de 6 a 12 capas, entre
las cuales comienzan a formarse cavidades que reciben el nombre de

cuerpos de Call-Exner. Estas cavidades contienen liquido folicular formado
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por sustancias procedentes del plasma (proteinas vy electrolitos),
mucopolisacdridos, hialuronatos, hormonas gonadotropicas, esteroideas.
Parte de estas sustancias provienen de las secreciones granulares, cuyd
funcion es brindar nutrientes al ovocito y a las células de la granulosa
(Carlson, 2009; Ross y Pawlina, 2015).

En esta etapa del desarrollo folicular, la teca se diferencia en dos capas
(Figura 4): la teca interna, que posee células globosas, abundantes
mitocondrias y un reticulo endopldasmico liso prominente, que les confiere a
estas células su capacidad de sintesis de hormonas esteroides (Inzunza y
col., 2015); y la teca externa, constituida por células de tejido conjuntivo,
células musculares lisas y haces de fibras coladgenas (Ross y Pawlina, 2015;

Inzunza y col., 2015).
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Figura 4. Estructura esquemdtica del foliculo secundario (A) y fotomicrografia (B),
donde se observa el ovocito (O), la cavidad antral (A), células de la granulosa y de
la teca interna (Tl) y externa (TE) (Tomado y modificado de Ross y Pawlina, 2015;
Stevens y Lowe, 2015).

Foliculos Terciarios

Se caracteriza por la presencia de una cavidad en forma de semi luna

denominada antro folicular (Figura 5). Tras el estimulo de la LH, el ovocito
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primario completa la primera meiosis e inicia la segunda division meidtica,
momento a partir del cual recibe el nombre de ovocito secundario, que

ocupa una posicion excéntrica dentro del foliculo (Ross y Pawlina, 2015).

Proyectado dentro del antro, se forma un monticulo de células de la
granulosa denominado disco proligero o cumulo oéforo, que mantiene
unido al ovocito secundario al resto del estrato granuloso, el cual estard
presente hasta el momento de la ovulacion. Las células del cUmulo odforo
que rodean al ovocito forman la corona radiada que contiene
microvellosidades que penefran por la zona pelicida, y brindan
comunicaciéon y fransporte de nutrientes al ovocito (Figura 5) (Ross y Pawling,
2015).

A Células de la

granulosa
Lamina basal

Antro folicular

teca externa

Células de la
teca interna

thmiad Camulo odforo
peldcida

Figura 5. Estructura esquemdtica (A) y fotomicrografia del foliculo terciario formado
por un ovocito (O), la zona pelucida (ZP), la corona radiada (C), el cUmulo odforo
(CQO) y el antro folicular (Tomado y modificado de Tresguerres, 2010; Ross y Pawling,
2015; Stevens y Lowe, 2015).

Se forma una prominencia en la superficie del ovario, denominada estigma,
lugar donde se lleva a cabo la ruptura del foliculo (Arce y col., 2006; Berne

y Levy, 2006; Freeman, 2006; Ross y Pawlina, 2015).
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Ovulacién y formacién del Cuerpo Liteo

La ovulacion es el evento final del desarrollo folicular, que culmina con la
ruptura del foliculo terciario y la liberacion del ovocito secundario (Berne y

Levy, 2006; Tresguerres, 2010).

Este proceso se inicia por las elevadas concentraciones de estradiol que
ejercen una retroalimentacion positiva sobre el hipotdlamo, donde
estimulan  una mayor secrecidn de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). En consecuencia, incrementa la secrecion de LH,

gue desencadena una serie de eventos en el foliculo preovulatorio:

%* El ovocito primario concluye su primera division meidtica e inicia la

L)

segunda meiosis, dando paso al ovocito secundario, que queda
detenido en metafase ll. La segunda divisibn meidtica se concluye
Unicamente en caso de ocurrir la fecundacion (Botella, 1995; Berne y
Levy, 2006; Freeman, 2006).

*%* Incrementa el activador del plasminégeno, que cataliza la conversidon
de plasmindégeno en plasmina, enzima proteolitica que actiua sobre el
tejido conjuntivo de la teca y es capaz de degradar la membrana basal
(Berne y Levy, 2006; Freeman, 2006; Moore y col., 2008).

*%* El ovocito junto con la corona radiada, se desprenden de la pared
folicular y flotan en el antro (Berne y Levy, 2006; Freeman, 2006; Moore y
col., 2008).

*%* Se eleva la secrecion de colagenasas, capaces de producir

D)

degradacion en las fibras coldgenas que rodean al foliculo (Berne y
Levy, 2006; Freeman, 2006).

*%* Aumentan las concentraciones de prostaglandinas que inician una

D)

reacciéon inflamatoria local y contracciones en la pared del ovario, lo
que facilita la ruptura de la pared folicular (Berne y Levy, 2006; Freeman,
2006; Levine, 2015).



En conjunto, estos eventos facilitan la ruptura de la pared folicular, la
expulsion del ovocito y el colapso de la cavidad antral, que se llena de
sangre extravasada. Ademads, ocurre una invasion de yemas capilares tejido
conectivo procedente de la teca interna hacia las células de la granulosa,
las cuales comienzan a proliferar e hipertrofiarse (Inzunza y col., 2015; Levine,
2015).

Posteriormente se forma el cuerpo l0teo, proceso durante el cual las células
de la granulosa y de la teca del foliculo remanente son luteinizadas por
accién de la LH, dando lugar a la formacion de las células granuloso-
luteinicas y las teco-luteinicas. Estas células, contienen grandes inclusiones
lipidicas como fuente para la sintesis de hormonas esteroides, que secretan
progesterona y en menores concentraciones estrogenos. Las células del
cuerpo lUteo poseen una disposicion en lineas radiales, separadas por

septos que contfienen vasos sanguineos (Botella, 1995; Inzunza y col., 2015).

En especies mono-ovulantes como la mujer, con cada ovulacion se forma
un solo cuerpo lUteo, mientras que, en animales poli-ovulantes como los

roedores, se desarrollan multiples cuerpos lIUteos (Caracava y col., 2005).

En caso de no ocurrir la fertilizacidon del ovocito secundario, el cuerpo IUteo
degenera y comienza a involucionar. En la rata, en caso de no ocurrir la
fertilizaciéon, el cuerpo IUteo degenera 2 dias después de la ovulacion
(Freeman, 2006), mientras que en la mujer este evento ocurre a los 14 dias
(Garther y Hiaft, 2011).

Los fibroblastos de la teca interna forman un tabique fibroso que ocupan el
espacio de las células involucionadas, formando una masa ovalada, pobre
en células, denominada cuerpo blanco o albicans, que permanece

indefinidamente en el ovario (Inzunza y col., 2015).
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Cuando ocurre la fertilizacion del ovocito, el embridon se implanta en el
endometrio, y comienza a secretar la gonadotropina coriénica humana
(hCG), hormona que evita la degeneracion del cuerpo lUteo y que estimula
en él, la secrecion de progesterona y estradiol durante los dos primeros
meses de embarazo en la mujer, y de 12 a 14 dias en la rata; posteriormente
la funcidn del cuerpo lUteo es retomada por la placenta (Greep, 1981;
Botella, 1995; Freeman, 2006; Carlson, 2009).

Regulacién Neuroendocrina del Desarrollo Folicular

Las funciones ovdaricas son reguladas por una serie de senales hormonales y
nerviosas que recibe el ovario. El inicio del crecimiento folicular es
independiente del estimulo gonadotropico (Dominguez y col., 1991). En la
mujer, este evento se inicia en la vida fetal, durante los primeros 3 meses de
gestacion, a diferencia de la rata, donde ocurre en los primeros dias de vida
posnatal, tiempo durante el cual se forman las ovogonias, seguido del
ensamblaje y formacion de los foliculos primordiales (Becu-Villalobos vy
Lacau-Mengido, 1990; Dominguez y col., 1991; Carlson, 2009). La activacion
de los foliculos primordiales ocurre en respuesta a estimulos con péptidos
como el VIP y factores de crecimiento como: el factor de fibroblastos, el
factor de crecimiento derivado de plaquetas y el factor inhibidor de

leucemia (Zhang vy Liu, 2015; Liy col., 2019).

Los foliculos permanecen latentes hasta la pubertad, donde ocurren una
serie de cambios como la maduracion y activacion del eje hipotdlamo-

hipofisis-ovario (Casanueva y Vazquez, 1995; Berne y Levy, 2006).

Las neuronas provenientes del hipotdlamo secretan diversos factores

inhibidores o liberadores de hormonas. Enfre ellos se encuentra la GnRH,



secretada de manera pulsdtil, desde neuronas hipotaldmicas hacia los
capilares del sistema porta-hipofisiario (Berne y Levy, 2006). La frecuencia de
los pulsos de liberacion de la GnRH en la mujer es mayor en la etapa folicular
(un pulso cada 60-90 minutos) que en la IUtea (un pulso cada 2-4 horas en la
fase media y 8-12 horas en la fase tardia). La GnRH ingresa a la
adenohipdfisis donde estimula a los gonadotropos que secretan: la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), denominadas como
gonadotropinas. Ante una mayor frecuencia de los pulsos de secrecion de
la GnRH, incrementa la liberacion de LH, mientras que, al disminuir los pulsos

de GnRH, se estimula una mayor secrecion de FSH (Ronald y Moenter, 2014).

En la etapa folicular incrementan las concentraciones de FSH y de
estrogenos que, en conjunto, estimulan el crecimiento y proliferacion en las
células de la granulosa y la formacion de receptores a FSH (Dominguez y
col., 1991). El desarrollo de los foliculos genera un incremento en las
concentraciones de estradiol lo que desencadena los picos de LH, que

conllevan a la ovulacién de los foliculos preovulatorios.

La sintesis de gonadotropinas es regulada por medio de un mecanismo
homeostatico, conocido como retroalimentacion positiva o negativa
(Estrada y Uribe, 2002; Costanzo, 2011; Raff y Levitzky, 2013):

** La retroalimentacién positiva se caracteriza por  bajas
concentraciones de estradiol que al actuar a nivel hipofisario (asa
corta) e hipotaldmico (asa larga), tienen un efecto estimulante sobre

la sintesis de gonadotropinas o GnRH respectivamente.

** La refroalimentacién negativa se caracteriza por altas
concentraciones de estradiol, progesterona eh inhibina que ejercen

un efecto inhibitorio sobre la sintesis de gonadotropinas o de GnRH.



Atresia Folicular

La atresia se define como un proceso normal por medio del cual son
eliminados del ovario los foliculos que, habiendo iniciado el proceso de
crecimiento y diferenciacion, no ovulan (Dominguez y col., 1991). Se
presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular, desde la vida fetal,
prepuber, puberal y adulta. En mujeres, alrededor del 99 % de los foliculos
serdn aftrésicos (Gartner y Hiatt, 2007; Ross y Pawlina, 2015) mientras que, en
otras especies de mamiferos, el rango de foliculos atrésicos es del 70 - 99.9 %
(Byskov, 1978).

El inicio de la atresia parece estar determinado por alteraciones en el
ovocito, el cual pierde la capacidad para mantener el control metabdlico.
Ademds, las células de la granulosa pierden de manera gradual los
receptores a gonadotropinas, lo que reduce su capacidad de
aromatizacion de los andrégenos y, en consecuencia, se incrementa la
concenfracion de estos dentro y alrededor del foliculo (Dominguez y col.,
1991).

Con base en las caracteristicas morfoldgica que presentan los foliculos

(Hsueh y col., 1994; Braw y Tsafriri, 1980), el grado de atresia se clasifica en:

+* Estadio 1. Los foliculos poseen menos del 10% de células de la
granulosa con nucleos picnodticos  (tincion irregular  por la
fragmentacion del material genético) (Oliver y col., 1999), mientras
que el resto de las células presentan mitosis (Hsueh y col., 1994).

+* Estadio Il. Incrementa el nimero de células de la granulosa picndticas
(10-30%), disminuye su mitosis y algunas se encuentran descamadas

en el antro folicular (Hsueh y col., 1994).



+* Estadio lll. Disminuye el nUmero de células de la granulosa, no se
observa mitosis y las células de la teca se hiperfrofian (Hsueh y col.,
1994).

La afresia folicular es un mecanismo contfinuo, mediado por la apoptosis
(muerte celular programada) de las células de la granulosa, durante la cual,
se actfivan una serie de factores moleculares inmersos en dos vias de

senalizacion (Flores y col., 2004):

1. La via extracelular: se activa por las sehales de muerte o por la falta de
las senales de supervivencia (Figura 6), lo que disminuye el contacto
entre las células de la granulosa y se estimula la unién del ligando FASL a
su receptor FAS (denominado receptor de muerte), que activa la
fosforilacion y unidon a la proteina adaptadora FADD. En consecuencia,
se activan las caspasas 8 y 3 que inducen la fragmentacion del ADN y la

supresion del gen BCI2 (factor anti-apoptdtico (Matsuda y col., 2012).

Fragmentacion
del ADN

Transcripcio

Célula de
la
granulosa

Célula de la granulosa

Figura 6. Mecanismo de activaciéon de las vias extracelular (en
morado) e intracelular (en azul) de la apoptosis de las células de la
granulosa (Tomado de Matsuda y col., 2012).

2. La via intracelular: se lleva a cabo en la mitocondria por la activacion

de BID y BAX (proteinas pro-apoptdticas), que promueven la liberacion



del citocromo C al exterior de la mitocondria y forman un complejo
activador de proteasa (APAF1), permitiendo la activacion de la caspasa
9. encargada de fosforilar a la caspasa 3, que induce la fragmentacion
del ADN (Figura 6) (Matsuda y col., 2012).

La supervivencia celular depende de las senales que llegan al ovario (Alberts
y col., 2010). Existen diferentes senales que inhiben el proceso de apoptosis
en la géonada, tales como: las gonadotropinas, que estimulan el crecimiento
y maduracién de los foliculos; los estrogenos, que aumentan el nUmero de
receptores a gonadotropinas y estimulan la proliferacion celular; ademds de
algunos factores como el factor de queratinocitos, el factor de crecimiento
fibrobldstico (FCF) y la vitamina C (Tilly y col., 1992; Bilig y col., 1993; Murray y
col., 2001).

La muerte celular puede ocurrir en respuesta a una serie de senales como:
las altas concentraciones de andrégenos o de progesterona, que puede
inhibir la proliferacion en las células de la granulosa; la disminucion de los
receptores de gonadotropinas, que conllevan a una menor aromatizacion
de estrogenos y a un incremento en la concentracion de andrégenos; la
expresion de las proteinas BID y BAX; la unidn de FASL a su receptor FAS; asi
como la acumulaciéon de radicales libres que estimulan la expresion del gen
p53. que irumpe el ciclo celular y resulta en la apoptosis (Markstrom y col.,
2002; Flores y col., 2004; Noack y col., 2008).

Ciclo Estral

El ciclo estral se define como el intervalo de tiempo existente entre los inicios
de cada periodo de celo. La duraciéon del ciclo difiere de una especie a

otra, que, para el caso de la rata, tiene una duracion de 4 a 5 dias. El ciclo



estral resulta de una serie de cambios hormonales y se acompana de
cambios citoldégicos y conductuales caracteristicos de cada etapa.

Comprende cuatro etapas (Caravaca y col., 2005):

Proestro: Tiene una duracion de 12 a 14 horas. Conforme ocurre el desarrollo
folicular disminuye la concentracion de progesterona, incrementa la
concentracion de LH, FSH y de estrogenos, que prepararan al endometrio
para la posible implantacion del cigofo (Figura 7). Los cuerpos lUteos a
menudo se encuentran en regresion. El pH vaginal es de 5.4 y la citologia de
la vagina se caracteriza por la presencia de células epiteliales nucleadas

(Marcondes y col., 2002; Caracava y col., 2005).

Estro: Tiene una duracion de 25 a 27 horas. La secrecion de estradiol regresa
a concentfraciones basales y se presenta el segundo pico de FSH,
responsable de estimular el desarrollo folicular (Figura 7) (Freeman, 2006;
Levine, 2015). En el Utero se inicia la necrosis del epitelio de revestimiento,
seguido de la perdida de actividad mitética y de la infiliracion de leucocitos.
La vagina presenta un pH de 4.2, con células epiteliales cornificadas, debido
al desprendimiento del epitelio vaginal (Caracava y col., 2005; Westwood,
2008).

Esta esla etapa de receptividad sexual de la hembra, caracterizada por tres

componentes (Caracava y col., 2005; Levine, 2015):

1) Atractividad: Comprende los cambios fisioldgicos que experimenta la
hembra, que la hacen mds atractiva al macho, tales como la
coloracién en la regidn perigenital y la emisidon de feromonas.

2) Propioceptividad: involucra las conductas de brincoteo, arrancones,
movimientos rdpidos de la cabeza, denominado orejeo; ademds de
que se observa un patrdbn de acercamiento y alejamiento

denominado pacing.
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3) Receptividad: es la fase consumatoria del apareamiento, durante la
cual, la hembra muestra una conducta de lordosis, es decir, arquea el
lomo, desvia la cola y permanece inmovil para facilitar la monta y la

copula.

Diestro 1 (Metaestro): Dura de 6 a 8 horas y corresponde al periodo de
crecimiento del cuerpo lUteo, responsable del incremento de progesterona
(Figura 7) (Freeman, 2006). El epitelio endometrial uterino muestra regresion,
sin embargo, se reactiva la mitosis (Caracava y col., 2005). El frotis vaginal
presenta leucocitos con algunas células cornificadas y células basofilas
(Westwood, 2008).
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Figura 7. Representacién esquematica de los cambios hormonales durante el ciclo
estral de la rata. La barra negra representa el intervalo de oscuridad. P4:
Progesterona; E2: Estradiol; LH: Hormona luteinizante; FSH: Hormona foliculo
estimulante (Tomado y modificado de Freeman, 2006).
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Diestro 2: Es la etapa mas larga del ciclo estral, con una duracion de 55 a 57
horas y corresponde al periodo de inactividad sexual, en el cual comienzan
a incrementar las concentraciones de estradiol (Figura 7) (Freeman, 2006).
Esta etapa comprende desde la madurez del cuerpo [Uteo hasta su
regresion. El Utero es pequeno y los cuernos carecen de vasculatura
prominente. El pH vaginal es de 6.1 y en el frotis vaginal se observa moco
con leucocitos acompanados por células epiteliales nucleadas (Caracava
y col., 2005).

Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es el proceso de sintesis de hormonas esteroides, las
cuales se clasifican en: esteroides sexuales (progesterona, androgenos vy
estrogenos), glucocorticoides (cortisol) y mineralocorticoides (aldosterona).
Las hormonas esteroides derivan de la molécula del colesterol y se
caracterizan por ser liposolubles, lo que les permite pasar faciimente a través
de las membranas celulares y citoplasmdticas (Silverthorn, 2008). En el
ovario, las fuentes de colesterol son (Gore-Langton y Armstrong, 1994;
Sanchez-Criado, 1999):

** La sangre, principalmente en forma de lipoproteinas circulantes.

** Los ésteres de colesterol, almacenados en gotas lipidicas.

** Elsintetizado de novo en células ovdricas, a partir de acetilcoenzima A.
En el ovario se secretan principalmente progesterona y estradiol, y en menor

concentracidn androstenediona, testosterona y estrona. Su mayor aporte

proviene de los foliculos y cuerpos IUteos. En los foliculos, la sintesis de
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hormonas esteroides comprende la participacion de las células de la tecay

de la granulosa (Tresguerres, 2010).

En las células de la teca, la unién de la LH a su receptor desencadena una
cascada de senalizacion que conlleva a la activacion de la enzima
adenilato ciclasa que convierte el trifosfato de adenosina (ATP) en
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), el cual estimula la fosforilacion
de la proteina cinasa A (PKA) (Figura 8) (Silverthorn, 2008). La PKA, activa a
la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR), encargada de
internalizar el colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la

inferna (Gore-Langton y Armstrong, 1994; SGnchez-Criado, 1999).

Una vez internalizado el colesterol, se activa el complejo enzimdtico que
escinde la cadena lateral del colesterol, el P450scc. Para ello, se llevan a
cabo tres reacciones consecutivas y por cada ciclo de reaccion se
consume una molécula de NADPH y una de oxigeno, con lo que se obtiene
de manera secuencial 20 hidroxi-colesterol, 22 hidroxi-colesterol y finalmente
pregnenolona, una molécula de 21 carbonos que sale de la mitocondria e
ingresa al reticulo endopldsmico liso (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Miller
y Auchus, 2011). La pregnenolona puede seguir dos rutas metabdlicas

alternas (Figura 8):

La via A-4: la 3PR-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) transforma la
pregnenolona en progesterona, que por accion de la 17a-hidroxilasa se
transforma en 17 a-hidroxiprogesterona, la cual se convierte en
androstenediona por accién de la 17, 20 liasa (Yen, 2001). Esta via ocurre
principalmente en estructuras como el cuerpo lUteo y la placenta

(Tresguerres, 2010).

La via A-5: la 17a-hidroxilasa convierte la pregnenolona en 17 a-

hidroxipregnenolona y posteriormente la 17,20 liasa, la transforma en



dehidropiandrosterona (DHEA), que por accion de la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17p-HSD) es convertida en testosterona. Esta ruta se lleva a
cabo primordialmente en células de la teca (Yen, 2001; Miller y Auchus,
2011).
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Figura 8. Biosintesis de hormonas esteroides en las células de la granulosa y de la
feca. LH: hormona luteinizante; R: receptor; ATP: trifosfato de adenosina; AMPC:
Monofosfato de adenosina ciclico; PKA: proteina cinasa A; StAR: proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda; P450scc: citocromo P450 de escision de
la cadena lateral de colesterol; 3R-HSD: 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17a-
HSD:17a-hidroxiesteroide deshidrogenasa; DHEA: dehidroepiandrosterona; 17p-
HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; FSH: hormona foliculo estimulante
(Tomado y modificado de Tresguerres, 2010).

La androstenediona y testosterona difunden de las células de la teca a las
células de la granulosa, atravesando la membrana basal. Las células de la
granulosa poseen receptores de FSH (Dominguez y col., 1991). Cuando la
FSH se une a su receptor, se activa el adenilato ciclasa e incrementa la
produccion de AMPc vy la fosforilacion de la PKA, que activa a las
aromatasas, enzimas encargadas de tfransformar el anillo aromdatico A de la

androstenediona y la testosterona, en un anillo bencénico con fres dobles
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enlaces, lo que resulta en la sintesis de estrona y estradiol, respectivamente

(Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Inervacién Ovdrica Intrinseca y Extrinseca

La inervacion del ovario participa en la modulacion de las funciones de la
goénada. De acuerdo con el origen de sus fibras, la inervacion ovdarica se
clasifica en (Dissen y Ojeda, 1999, D' Albora y col., 2000):

Inervacion intrinseca. Estd formada por un conjunto de neuronas
intraovdricas. Fueron observadas por primera vez en el mono, donde se
describieron como pequenas neuronas que expresan receptores al factor
de crecimiento nervioso de baja afinidad, el p75, el cual reconoce a todos
los miembros de las neurotrofinas. En roedores se ha descrito que la
presencia de inervacion intrinseca depende de la cepa. Enratas de la cepa
Wistar, se detectaron neuronas infraovdricas en estructuras como el hilio, el
mesoovario, la corteza y la médula ovdrica, a diferencia de lo observado
en ratas de la cepa Long Evans y Sprague-Dawley, donde no fueron
identificadas (D’Albora y col., 2000; Ojeda y Skinner, 2006). De acuerdo con
D’Albora y colaboradores (2000), la presencia de este tipo de inervacion en
la cepa Wistar puede ser indicativo de una caracteristica evolutiva de la

especie.

Inervacion extrinseca. Se conforma de neuronas cuyos somas se localizan
por fuera del ovario (Figura 9). Sus fibras son de naturaleza simpdtica,
parasimpdtica y sensorial, e ingresan al ovario a fravés de tres paquetes

nerviosos (Dissen y Ojeda, 1999):

/7 o 7 . . . . . sy .
%* El nervio ovarico superior (NOS). La inervacion simpdatica del ovario se
origina en los segmentos tordcicos 11 a lumbar 4 de la médula espinal

y hace sinapsis en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS). Los



somas de las neuronas del NOS, corren a lo largo del ligamento
suspensorio e inervan vasos sanguineos, foliculos y se distribuyen en el
tejido intersticial. Sus fibras son de naturaleza simpdtica vy liberan al
ovario neurotransmisores como la noradrenalina (NA), el
neuropéptido Y (NPY) y el (VIP) (Lawrence y Burden, 1980; Burden,
1985; Dissen y Ojeda, 1999).

Vena frénica ’ /A‘ ) ] ) *4" A \
. .)_ _\‘k} I‘ ‘ /:4' .\\
/ ) ‘{ ‘§7 kR Esplacnicos
Vena cava — (S 1 /)f
\ )‘[, e / Suprarrenal
Nervio vago N L

. Nervio ovarico superior

Vena del mesovario

Arteria celiaca
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Ligamento suspensorio
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b P Arteria del mesovario
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ey \ / " - simpatico

Figura 9. Inervacion extrinseca del ovario. GCMS: ganglio celiaco-mesentérico

superior (Tomado y modificado de Lawrence y Burden, 1980).

+* El nervio del plexo ovdrico (NPO). Sus fibras provienen del segmento
tordcico caudal (T9-T11) y el segmento lumbar craneal (L2-L4) de la
médula espinal, y establece sinapsis en el GCMS. Vigja alo largo de la
arteria ovdrica e inerva los vasos sanguineos del ovario y los cuernos
uterinos. EI NPO es un nervio mixto que estd conformado
principalmente por fibras de naturaleza sensorial, que libera al ovario

sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que codifica ala
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calcitonina (CGRP); y en menor proporcion, fibras de naturaleza
simpdtica que liberan NA y NPY al ovario (Burden y Lawrence, 1977;
Baljet y Drukker, 1979; Botella, 1995).

% El nervio vago (NV). Las fibras que inervan al ovario se originan en el
ganglio nodoso y en células ganglionares ubicadas en la raiz dorsal
de los segmentos T10 a L2 de la médula espinal. Aporta al ovario fibras
de naturaleza parasimpdtica, y en menor proporcion fibras motoras y
sensoriales. Secreta acetilcolina (ACh), SP, NPY, VIP, gastrina vy

somatostatina (Burden y col., 1983).

Péptido Intestinal Vasoactivo

El VIP es un neuropéptido de 28 aminodcidos, con un pH bdsico debido a la
presencia de varios aminodcidos de arginina vy lisina. Posee una estructura
en espiral en la porcidon N-terminal, fundamental para la intferaccion con su
receptor, y una seccion alfa hélice en la region C-terminal (Figura 10)

(Fahrenkrug y col., 1977; Neumann y col., 2008; Umetsu y col., 2011).

COOH

Figura 10. Composicion aminoacidica del VIP (A) y su representacion grafica
en 3D (B) (Ilgarashiy col., 2002; Umetsu y col., 2011).



El nombre del VIP deriva de sus efectos vasodilatadores y de que fue aislado
por primera vez del duodeno porcino (Said y Mutt, 1970). El VIP posee una
distribucion extensa en el sistema nervioso central y periférico, ejerce un
efecto neuromodulador sobre funciones como el ciclo circadiano, el
metabolismo y la respuesta inmune, ademds de que participa en la
liberaciéon de hormonas y en la regulacion de los sistemas cardiovascular,
respiratorio, digestivo y reproductivo (Said, 1986; Vertongen y col., 1997; Chul
y col., 2010; Couvineau y Laburthe, 2011; 2012).

El VIP pertenece a la familia de los péptidos de la secretina (Cuadro 1),
formada por péptidos de 27 a 44 aminodcidos, que comparten homologias
estructurales entre si, entre los que se encuentran: el polipéptido activador
de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP), el péptido histidina-
metionina (PHM), secretina, glucagodn, el factor liberador de la hormona de
crecimiento (GRF) y el péptido similar a glucagdn 1y 2 (GLP-1 y GLP-2) (Said,
1991; Couvineau y Laburthe, 2012).

Homologia Péptidos Secuencia de aminoacidos
(%) .5 10 15 20 25 30 3 40 45
100 VIP HSD: L X

70 PACAP27 HSOGl [FIDSY] SRYRK GQMAVK KyOaa @

50 PACAP28 DG FIDNY SKYRK CGMAVK KYHAA VOGKR YEQRV KNK
@ PHM HADGU FISOF  SRILG  [QLSARK KVDES U

33 SECRETINA  HSDCGT [FISEL SRIRD SARLQ RUIQG LV

21  GLUCAGON HSQGT [FIsDY] SKYLD SRRAQ DFVQW LIMNT

20 GRF vADAI FINY RKVIG [QLSAR EIDQD IMSRQ  QGESN  QERGA RARL
18 GLP-2 HADGS FSDEM NTILD NUJAMR DFINW LIQIK ITDR
17 GLP-1 HAEGT [FISDV SSYLE GQAAR EFIAW  LVKGR

Cuadro 1. Secuencia aminoacidica de la familia de los péptidos de la secretina en
mamiferos. Las homologias entre los péptidos estdn sefaladas con recuadros. VIP:
péptido intestinal vasoactivo; PACAP 27, 28: polipéptido activador del adenilato
ciclasa de la pituitaria; PHM: péptido histidina-metionina; GRF: Factor liberador de
la hormona de crecimiento; GLP 1, 2: péptido similar al glucagdén (Tomado de
lgarashiy col., 2002).



Receptores VIPérgicos

El VIP ejerce sus efectos bioldgicos a través de la activacion de dos
receptores, VPAC-1 y VPAC-2. Ambos receptores presentan una afinidad
similar por el VIP, aunque solo comparten un 55% de homologia entres sus
secuencias aminoacidicas. Pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), compuesta por los receptores de: VIP,
PACAP, secretina, GLP-1 y GLP-2, calcitonina, CGRP, la hormona del
crecimiento, la hormona paratiroidea, y el factor liberador de corticotropina
(Rampelbergh y col., 1997, Harmar y col., 1998; Laburthe y col., 2007;
Couvineau y Laburthe, 2012).

Los receptores de esta familia se caracterizan por presentar (Figura 11)
(Fredriksson y Schidth, 2006; Moody y col., 2011; Couvineau y Laburthe, 2012):

+$* Siete dominios fransmembranales.

** Un dominio N-terminal extracelular (>120 residuos), que contiene una
alta concentracion de residuos de cisteina, que permite la interaccion

adecuada para la union al ligando.
+* Un dominio C-terminal intracelular.

+* Tres bucles extracelulares, de los cuales, los dos primeros poseen altas
concentraciones de cisteina que participan en enlaces disulfuro,

esenciales para mantener la unién a su ligando.

** Tres bucles intracelulares.
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Figura 11. Modelo estructural de los GPCR de clase Il. Se observan los siete dominios
transmemlbranales, asi como los bucles extracelulares e infracelulares (Tomado y

modificado de Groneberg y col., 2006).

La union del VIP a sus receptores ocasiona la activacion de las proteinas G
y el cambio conformacional de sus subunidades (a, B vy y). La principal via
de activacion del VIP es mediada por la proteina Gas, que activa al
adenilato ciclasa (Yajimay col., 1998). Ademads, el VIP activa proteinas Gaq,
gue activan a la fosfolipasa C, o Gai, que inhiben la accidn del adenilato

ciclasa (Dickson y Finlayson, 2009).

En la mayoria de los tejidos, los receptores VPAC-1 y VPAC-2 se acoplan
principalmente a las proteinas Gas, desencadenando la activacion del
adenilato ciclasa y la produccion de AMPc (Harmary col., 1998; Laburthe y
col., 2007). En la célula, la acumulacion de AMPc resulta en la activacion de
la PKA que estimula diferentes vias de senalizacion como la via ERK, que
promueve la diferenciacion y proliferaciéon celular (Pechon-Vallée y col.,
2000). Asimismo, se ha reportado que ambos receptores son capaces de
activar a la fosfolipasa D (McCulloch y col., 2000), a la proteina cinasa C
(PKC) (Onoue y col., 2001) y estimular la liberaciéon de calcio intracelular

(Dickson y col., 2006). La via de senalizacion por la que actua el VIP,
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depende del tipo celular y del subtipo del receptor predominante en la

célula (Groneberg y col., 2006; Onoue y col., 2008).

Al igual que el VIP, sus receptores expresan una amplia distribucion en el
organismo y se han descrito en el cerebro, tdlamo, amigdala, tracto
digestivo, aparato respiratorio, higado y pdncreas (Usdin y col., 1994;
Delgado y col., 1996; Reubi, 2000). En el aparato reproductor femenino, los
receptores VIPérgicos se expresan en el Utero, trompas de Falopio y oviducto
(Usdin y col., 1994; Reubi, 2000). En los ovarios de la rata, el VPAC-1 y VPAC-
2 se expresan en células tecales y de la granulosa de foliculos primarios,
secundarios y preovulatorios, en estructuras como el estroma, el hilio, la
meédula y el cuerpo IUteo (Vaccariy col., 2006; Ayala, 2017). En la cepa de
ratas CII-ZV, los vasos sanguineos expresan Unicamente al receptor VPAC-1
(Ayala, 2017). De acuerdo con Ayala (2017), la expresion de los receptores
VIPérgicos es asimétrica y varia en funciéon del ciclo estral, siendo mayor la
expresion de VPAC-1 en el ovario derecho de ratas en los dias del diestro 2

y estro, y de VPAC-2 en el dia del proestro.

Participacién del VIP en la regulacion de las Funciones Ovdricas

En el ovario, el VIP es principalmente de origen exfrinseco, aportado
principalmente por el NOS y en menor proporcion por el NV (Said vy
Rosenberg, 1976; Deesy col., 1986). Ademas, el VIP es sintetizado de manera

local por las células de la granulosa del foliculo ovarico (Hulshof y col., 1994).

Las fibras VIPérgicas del ovario se han identificado alrededor de foliculos
preantrales, antrales, en el tejido intersticial, y asociadas a venas y arteriolas
(Dees y col., 1986; Hulshof y col., 1994).
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El VIP participa en la regulacion de las funciones del ovario. Algunos estudios
han mostrado que el péptido modula de manera estimulante el inicio del
crecimiento folicular a través de varios mecanismos como: 1) la activacion
de la via ERK-mTORCI1 implicada en el proceso de proliferacion y
diferenciacion celular (Liy col., 2019); 2) Estimula la expresion del ARNm del
ligando Kit (KL), asociado en el paso de foliculos primordiales a primarios
(Chen y col., 2012); y 3) Promueve la formacion de receptores a FSH

(Mayerhofery col., 1997).

El VIP promueve la supervivencia folicular al actuar como un factor anti-
apoptdtico en las células de la granulosa (Li y col., 2019) donde inhibe las
caspasas y estimula la expresion del gen Bcl-2, el cual actia como un
elementd anti-apoptdtico (Wang y col., 2012). Asi mismo, revierte los
primeros estadios de atresia folicular por medio de la activacion de la ruta
AMPc-PKA vy la regulacion de enzimas que catalizan la ruptura del ADN

(endonucleasas) (Flaws y col., 1995).

El VIP participa en eventos previos que culminan con la ovulaciéon. Promueve
la maduracion meidtica del ovocito (Térnell y col., 1988), estimula la
actividad del activador del plasminégeno, asociado a la ruptura de la
pared folicular (Beers,1975; Reich y col., 1985; Paniagua y col., 2007) eventos
que finalmente culminan con la ruptura del foliculo y la expulsién del ovocito
(Schmidt y col., 1990).

En cultivo de células de la teca, de la granulosa o de ovarios completos se
ha mostrado que el VIP regula de manera estimulante la sintesis de
progesterona, andrégenos y estradiol (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmedy col.,
1986; Tilly y Johnson, 1989). Mediante un estudio in vivo realizado en la coneja
en estro, se observd que la infusion intravenosa de VIP incrementa de
manera tiempo y dosis dependiente la secrecién de progesterona en suero

(Fredericks y col., 1983). Previamente hemos mostrado que, en la rata adulta
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ciclica, la microinyeccion de VIP en la bursa ovdrica izquierda o derecha
resulta a los 60 minutos o a las 24 horas del estimulo, en la secrecion
asimétrica de hormonas esteroides, que varia en funcidn del dia del ciclo
estral y depende del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia (Rosas
y col., 2015). Los efectos asimétricos del VIP parecen estar asociados tanto
a la expresion diferencial de los receptores VIPérgicos en cada ovario
(Ayala, 2017) como a la inervacion simpdatica que reciben las gonadas a
través del NOS (Rosas y col., 2018).

Con base en diversas investigaciones se ha observado que los efectos
estimulantes del VIP sobre la secrecion de hormonas esteroides se deben a
la activacion de enzimas clave que intervienen en la ruta esteroidogénica,

donde el VIP estimula:

** El aumento del ARNm que codifica para la sintesis de la proteina StAR
(Kowalewski y col., 2010).

** La actividad del complejo enzimdatico P450scc (Trzeciak y col., 1986).

** Una mayor actividad de la enzma 3B-HSD, ademds de que
disminuye la actividad de la 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(20a-HSD) (Davoren y Hsueh, 1985), enzima que convierte la
progesterona en su forma bioldgicamente inactiva, la 20o-
hidroxiprogesterona (Nanjidsuren y col., 2011).

** La sintesis del ARNm de la 17a-hidroxilasa (Johnson y col., 1994).

** Promueve la actividad de las aromatasas (George y Ojeda, 1987).

Antagonista del receptor VPAC-1

El mecanismo de accidén de un antagonista consiste en bloquear la unidn
de la molécula de interés a su receptor y, en consecuencia, inhibir sus

efectos (Lorenzo, 2008). Se han desarrollado diferentes tipos de antagonistas



para el VIP, basados en la modificacion estructural de la region N-terminal
del péptido, regidon que se ha observado, es fundamental para la activacion
del receptor (Robberecht y col., 1989). Los antagonistas del VIP se han

clasificado en cuatro categorias (Reddix y col., 1994; Gourlet y col., 1997):

¢ Andlogos del GRF. Se origina de un derivado de la molécula del GRF,
con una acetilacion en su dominio N-terminal (Ac-TrylThGRF). Se ha
descritfo que los andlogos del GRF tienen efectos agonistas o
antagonistas, dependiendo del tejido. En el higado de rata tienen
efectos estimulantes sobre la actividad del adenilato ciclasa (Rouyer
y col., 1989), mientras que en el colon tiene un efecto antagdnico
(Robberechty col., 1992).

*%* Andlogos del VIP. Su estructura estd formada a partir de la molécula

L)

del VIP, con sustitucion de los aminodcidos 12 a 19 por y-amino butiril

(Leroux y col., 1994).

4

** Fragmentos del VIP. En estos antagonistas, la seccion N-terminal de la

L)

molécula del VIP es eliminada (Robberecht y col., 1989).

** Péptidos quimera. Se denominan péptidos hibridos o quimeras debido

L)

a gue se originan a partir de la molécula del VIP, con una secuencia
de otra molécula. El PG 97-269 es un antagonista hibrido, disenhado
especificamente para el receptor VPAC-1. Su estructura deriva de la
secuencia 1-7 del VIP y de la secuencia 8-27 del GRF. El PG 97-269 se
une, aligual que el VIP, en el dominio N-terminal del receptor VPAC-1,

pero en subdominios distintos (Ceraudo y col., 2008).
El antagonista PG 97-269 ha sido probado en diferentes tejidos:

En membranas de ovario de rata y humano, tratadas con el PG 97-269 a una
concentracion de 0.1 a 10,000 nM se observd una inhibicion dosis-

dependiente de la sintesis de AMPc (Gourlet y col., 1997).
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El receptor VPAC-1 se sobre-expresa en muchos tipos de cdncer humano
(Reubiy col., 2000; Collado y col., 2005). En células cancerigenas de pulmon,
el uso del antagonista a una concenfracion de 0.01 a 1000 nM, ejerce un
efecto inhibitorio sobre el desarrollo tumoral, al inhibir la produccion de

AMPc vy la proliferaciéon celular (Pan y col., 2008).

El VIP es abundante en los nervios autondmicos que rodean el acino
prostatico, donde tiene un efecto estimulante sobre la proliferacidn celular
y la secrecion prostatica (Crowe y col., 1987; Lange y Unger, 1990; Guijarro y
col., 1996). En ratas macho adultas se utilizd el antagonista a una
concentracion de 1, 10,000 y 30,000 nM, y se observd una inhibicion dosis
dependiente en la concentracidbn de AMPc y una disminucidon de la

proliferacion y secrecion prostatica (Juarranz y col., 1999).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El VIP es uno de los neurotransmisores que participan en la regulacion de las
funciones ovdaricas. Por estudios in vitro se ha mostrado que el VIP regula de
manera estimulante el desarrollo folicular, la produccidn de hormonas
esteroides y la ovulaciéon. In vivo se ha descrito que sus efectos sobre la
secrecion de hormonas esteroides son asimétricos y varian en funcion del

dia del ciclo estral y del tiempo transcurrido entre el estimulo y la autopsia.

Sus efectos bioldgicos son mediados por dos receptores, VPAC-1 y VPAC-2,
que expresan afinidad similar por el VIP. Recientemente mostramos que el
receptor VPAC-1 tiene una localizacion mds amplia en el ovario que el
VPAC-2. Ademds, en el dia del proestro, durante el cual suceden una serie
de eventos hormonales esenciales para que ocurra la ovulacién, el ovario
izquierdo expresa una mayor cantidad del receptor VPAC-1 que de VPAC-
2, tanto en foliculos preovulatorios como en cuerpos lUteos, mientras que el
ovario derecho tiene un numero similar de ambos receptores en dichas

estructuras.

Actualmente se desconocen las funciones especificas que ejerce el VIP en
el ovario a través de cada uno de sus receptores. Por lo que en el presente
estudio se analizd el papel del péptido en ratas en proestro sobre las
funciones ovdricas, mediante el uso de un antagonista especifico para los

receptores VPAC-1.



HIPOTESIS

El VIP estimula en el ovario el desarrollo folicular, la produccidén de hormonas
esteroides y la ovulacion mediante la activacion de sus receptores. Si los
efectos del VIP son mediados especificamente por el receptor VPAC-1,
entonces el bloqueo selectivo de este receptor disminuird las funciones que
regula el VIP en el ovario, eventos que dependerdn del periodo de

evolucion entre el bloqueo del receptor y la autopsia.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos del VIP mediante el bloqueo unilateral de los receptores
VPAC-1 en el ovario de ratas adultas ciclicas en proestro, sobre las funciones

ovdricas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluarlos efectos agudos (60 minutos) del bloqueo de los receptores
VPAC-1 por la microinyeccion del antagonista PG 97-269 en la bursa
del ovario izquierdo o derecho de ratas en proestro sobre el peso
corporal, el peso relativo de los érganos y la concentracion de

progesterona, testosterona y estradiol en suero.

e Analizar los efectos subagudos (estro vaginal), del bloqueo de los
receptores VPAC-1 por la microinyeccion del antagonista PG 97-269
enla bursa del ovario izquierdo o derecho de ratas en proestro sobre
el peso corporal, el peso relativo de los érganos, el desarrollo folicular,
la respuesta ovulatoria y la concentracion de progesterona,

testosterona y estradiol en suero.



MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de la parte experimental, se siguieron las normas
establecidas por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de
Animales de Experimentacion (NOM-062-Z00-1999). El protocolo
experimental utilizado en este estudio fue aprobado por el comité de
bioética de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Universidad
Nacional Autdbnoma de México. Se realizd lo posible para minimizar la

cantidad de animales utilizados y su sufrimiento.
Diseno Experimental

Se utilizaron ratas hembra de la cepa ClI-ZV de 60 dias de edad que fueron
mantenidas en cajas de acrilico, bagjo condiciones controladas de
temperatura (22 + 2 °C) e iluminaciéon, con 14 horas de luz por 10 horas de
oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a las 19:00 horas) y con libre
acceso al agua y al alimento (Purina S.A., México) hasta el momento de la

autopsia.

El ciclo estral de las ratas se monitoreo mediante la citologia vaginal,
siguiendo la metodologia previamente descrita por Marcondes y col. (2002).
Para ello, los frotis vaginales fueron tomados diariamente entre las 92:00 y
10:00 horas, con un asa de inoculaciéon estéril. Las células vaginales fueron
colocadas en un portaobjetos, tenidas por la técnica de hematoxilina-
eosina y observadas en un microscopio Optico. Se utilizaron Unicamente
aquellos animales que presentaron al menos dos ciclos estrales consecutivos

de cuatro dias.

El procedimiento quirdrgico se realizd entre las 10:30 y las 11:30 horas del dia

del proestro. Previo a la cirugia, las ratas fueron anestesiadas con una



mezcla de ketamina (40 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg)., inyectada via

intraperitonial.

Grupos Experimentales

Los animales fueron asignados al azar en uno de los siguientes grupos

experimentales, cada uno formado por 10 ratas (Figura 12):

Testigo absoluto (TA) en proestro o estro. Ratas ciclicas en el dia del proestro
o estro, que sin haber sido sometidas a ningun tipo de procedimiento

quirurgico fueron sacrificadas entre las 11:30 y las 12:30 horas.

Microinyeccién de agua inyectable o del antagonista del receptor VPAC-1.
Animales en proestro fueron anestesiados y sometidos a una incision dorso-
lateral de piel, musculo y peritoneo. Posteriormente se extrajo uno de los
ovarios, el izquierdo (Ol) o el derecho (OD), y en la bursa ovdrica se realizé
la microinyeccion de agua inyectable (vehiculo,Vh) o del antagonista (Ant)
de los receptores VPAC-1, el PG 97-269 (BACHEM, E.U). Para ello, se utilizd
una aguja de calibre 25 G x 3/4"" (0.5 x 19 mm), que fue conectada a una
jeringa Hamilton de 25 yL, con un tubo de teflon (0.65 mmx0.12 mm). La
jeringa Hamilton fue colocada en una bomba de microinyeccion (CMA/100;
BAS, Estocolmo, Suecia). La aguja fue infroducida en la bursa ovdrica
izquierda o derecha y se inyectaron 10 uL del Vh o del Ant a una
concentracion de 10 nM. La concentracion del Ant utilizado en este estudio
se establecid con base en un ensayo en el que se evaluaron los efectos de
10 y 100 nM, dosis previamente utilizadas por otros grupos de investigacion
(Moody y col., 2004; Vu y col., 2014). Se observd que la microinyeccion del
Ant en la bursa ovdrica a una concentracién de 10 nM resultd a los 60
minutos en una menor concentracion de progesterona respecto a su grupo

control, mientras que al microinyectar el Ant a 100 nM no se modificd dicho



pardmetro, razdén por la cual se decidid utilizar en este estudio la

concentraciéon de 10 nM (Figura 12).

Las soluciones (Vh o Ant) fueron inyectadas en la bursa ovdarica a una
velocidad de 5 uL/min, durante dos minutos. La aguja se mantuvo dentro de
la bursa ovdrica por dos minutos mds para evitar la salida de la solucion
inyectada y asegurar de esta forma su difusion en todo el tejido ovdarico.
Posteriormente se retird la aguja, se adiciono una gota de pegamento
quirirgico (Dermabond), y una vez seco, el ovario fue regresado a la

cavidad abdominal y se suturd la herida (Figura 12).
Los animales fueron sacrificados por decapitacion a los 60 minutos de

realizada la cirugia o al presentar el estro vaginal inmediato (Figura 12).
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Figura 12. Representacién esquemdtica del diseno experimental utilizado para
evaluar los efectos agudos y subagudos de la microinyeccion del antagonista de
los receptores VPAC-1 (PG 97-269). Animales en proestro fueron microinyectados
en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) con agua inyectable (Vh) o el
antagonista de los receptores VPAC-1, y sacrificados a los 60 minutos o al estro
vaginal inmediato.



Procedimiento de Autopsia

A la autopsia, los animales fueron pesados en una balanza granataria y
posteriormente fueron sacrificados por decapitacion entre las 11:30 y 12:30

horas del dia del proestro o al momento que presentaron un estro vaginal.

Los ovarios, el Utero y las gldndulas adrenales fueron disecados y pesados
en una balanza analitica. La sangre del tfronco se colectd en tubos de
ensaye y se dejo coagular por 30 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos.
Posteriormente se separd el suero del botdn celular y se dividid en alicuotas.
Las muestras de suero se almacenaron a -20 °C hasta el momento de la

cuantificacidon de hormonas esteroides.
Ovulacidon

La ovulacion se analizd Unicamente en aquellos animales sacrificados all
estro vaginal. Los oviductos se observaron en un microscopio estereoscopico
y con ayuda de un par de agujas de diseccion se busco el dmpula, se rasgd

y se realizd el conteo de los ovocitos liberados.
Cuantificacion de Hormonas Esteroides en Suero

La cuantificacion de progesterona, testosterona y estradiol se llevd a cabo
por medio de un ensayo quimioluminescente, competitivo secuencial
(IMMULITE). Las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del Departamento de Biologia de la Reproducciéon del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn”.

Se uso fosfatasa alcalina conjugada con un anti-ligando (anti-progesterona,

anfi-testosterona o anti-estradiol) en solucidon tampdn y como sustrato



quimioluminiscente, un anticuerpo policlonal de conejo (anti-progesterona,
anti-testosterona o anti-estradiol) el cual se encontraba recubriendo una

microesfera.

Al adicionar el suero (aprox. 500 uL), la hormona marcada que compite con
la de la muestra, reacciona generando una coloracion violeta para el caso
de progesterona, verde oscuro para testosterona, o rosa oscuro para
estradiol. Para la lectura de progesterona, la mezcla se dejd incubar por dos
ciclos de 30 minutos, mientras que para testosterona y estradiol se requirid

sélo un ciclo de 60 minutos.

La intensidad de la senal fue cuantificada con un lumindmetro. Dicha
intensidad es inversamente proporcional a la concentracion de la hormona

dentro de la muestra.

La concentracion de progesterona en suero se expresdé en ng/mL, y la de
testosterona y estradiol en pg/mlL. Los coeficientes de variacion intra e inter-
ensayo para progesterona fueron de 6.7% y 7.9%, para testosterona de 6.4%
y 7.3%, y para estradiol de 7.1% vy 8.3%.

Morfologia Ovdrica y Desarrollo Folicular

De las ratas autopsiadas en el dia del estro, los ovarios de 3 animales por
grupo experimental fueron fijados en una solucidon de Bouin por 24 horas,
deshidratados en alcohol (al 70, 80, 96 y 100%) y cloroformo e incluidos en
paraplast. Posteriormente se realizaron los cortes histoldgicos de manera
seriada a 10 um de grosor y fueron tenidos con la técnica de Hematoxilina-

Eosina.



En los cortes histologicos se analizd la presencia de cuerpos IUteos y de
foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos. Se clasificaron como
foliculos preatrales aquellos que presentaron una o mds capas de células
de la granulosa, sin presencia de cavidad antral. Como foliculos anfrales se
definieron aquellos foliculos con al menos 5 capas de células de la
granulosa y una cavidad antral (Curry y col., 1984; Lara y col., 1990, 2000).
Se consideraron como foliculos atrésicos aquellos que presentaron al menos
una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear de las células de la
granulosa, descamacion de éstas en la cavidad antral e hiperplasia de las

células tecales (Greenwald y Roy, 1994).
ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son expresados como la media + el error estndar de la media
(eem). El andlisis estadistico fue realizado con el software GraphPad InStat3,
Inc (San Diego, CA, U.S.A.).

El peso corporal, el peso relativo de los érganos (ovarios, Utero y gladndulas
adrenales) y la concentracion de progesterona, testosterona y estradiol en
suero, se anadlizaron mediante un andlisis de varianza multifactorial
(ANDEVA), seguido de la prueba de Tukey-Kramer. La comparacion entre

dos grupos se realizd mediante la prueba “t" de Student.

El nUmero de ovocitos liberados se analizdé por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida por la prueba de Dunn; la comparacion entre dos grupos se realizé
mediante la prueba de U de Mann Whitney. El porcentaje de animales
ovulantes y de foliculos (atrésicos totales, preantrales y antrales) se analizd

por la prueba de Fisher.

Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya

probabilidad fue menor o igual a 0.05.



RESULTADOS

Efectos agudos de la microinyeccién de agua inyectable o del
antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario
izquierdo o derecho de animales en proestro y sacrificados a los
60 minutos

Peso corporal y peso de los érganos

La microinyeccion unilateral del Vh o del antagonista de los receptores
VPAC-1 en la bursa ovdrica de animales en proestro y sacrificados a los 60
minutos no modifico el peso corporal, la masa ovdrica, la masa adrenal ni el

peso del Utero en comparacion a sus respectivos grupos control (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media + eem del peso corporal (g) y del peso relativo (mg/100g) de la masa
ovdrica, masa adrenal y del Utero de animales testigo absoluto (TA) o microinyectados en
el dia del proestro (P) con agua inyectable (Vh) o el antagonista PG 97-269 (Ant) de VPAC-
1 en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a los 60 minutos de la
cirugia.

GRUPO n Peso Corporal Masa Ovdrica Masa Adrenal Utero

TA (P) 10 2252 +40 26.6 £ 2.1 222+1.3 176.6 £ 9.1
Vh Ol 10 2253 +40 27.5+1.4 245+1.2 183.2+6.8
Ant Ol 14 235.7£49 25.8+0.9 23.3+0.9 159.4+ 49
Vh OD 10 2278+ 6.7 28.9+1.2 24.6 +0.9 167.9 £6.8
Ant OD 10 215.9£5.1 29.3+0.9 24.6 £0.9 170.7 £ 6.7
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Concentracion de Hormonas Esteroides en suero

La inyeccion del Vh en la bursa del ovario izquierdo o derecho resulté a los
60 minutos en el incremento de la concentracion de progesterona, respecto
al TA; a diferencia de lo observado en animales microinyectados con el
antagonista de los receptores VPAC-1 en cualquiera de los ovarios, donde
la concentracion de progesterona fue menor en comparacién con sus

respectivos grupos Vh (Figura 13).

La concentracion de testosterona fue mayor en animales con
microinyeccién unilateral del Vh, respecto al grupo TA. Mientras que la
microinyeccién del antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa
izquierda disminuyd la concentracion del andrégeno en comparacion a su

respectivo grupo Vh (Figura 13).

La microinyeccion del Vh en la bursa ovdrica derecha resulté en una mayor
concentracidon de estradiol en suero respecto al TA; mientras que al
microinyectar el antagonista en la bursa ovdrica derecha, la concentracion
del estrogeno fue menor en comparacion a su respectivo grupo Vh y al

grupo inyectado con el antagonista en la bursa izquierda (Figura 13).
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Figura 13. Media = eem de la concentracidon de Progesterona, Testosterona y Estradiol en
suero de animales testigo absoluto (TA) o microinyectados en el dia del proestro (P) con Vh
o el antagonista PG 97-269 (Ant) de VPAC-1 en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho
(OD) y sacrificados alos 60 minutos de la cirugia. * p<0.05 vs. TA (P); # £<0.05 vs. su respectivo
grupo Vh (Prueba de ANDEVA seguida por la Prueba de Tukey-Kramer);@ p<0.05 vs. Ant Ol
(Prueba “t" de Student).

>T o <



Efectos subagudos de la microinyeccion de agua inyectable o
del antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario
izquierdo o derecho de animales en proestro y sacrificados al
estro vaginal

Peso corporal y peso de los érganos

La microinyeccion del Vh en la bursa del ovario izquierdo realizada en el dia
del proestro resultd en el aumento de la masa ovdrica, masa adrenal y peso
del Utero, sin cambios en el peso corporal, en comparacion al grupo TA.
Cuando el Vh fue inyectado en el ovario derecho se observd un incremento
de la masa ovdrica y del peso del Utero respecto al TA y una disminuciéon del
peso corporal respecto al grupo TA y de la masa adrenal en comparacion
al grupo Vh Ol (Cuadro 3).

La inyeccion del antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario
izquierdo no modificd el peso corporal ni el peso relativo de los érganos
analizados respecto su grupo Vh; a diferencia de lo observado ante la
microinyeccién del antagonista en la bursa del ovario derecho donde se
observd un menor peso del Utero en comparacion al grupo Vh (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media + eem del peso corporal (g) y del peso relativo (mg/100g) de la masa
ovdrica, masa adrenal y del Utero de animales testigo absoluto (TA) en estro (E) o
microinyectados en el dia del proestro con agua inyectable (Vh) o el antagonista PG 97-
269 (Ant) de VPAC-1 en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados al
estro vaginal.

GRUPO n Peso Masa Masa Otero
Corporal Ovarica Adrenal

TA (E) 10 233.0%3.6 22.6+1.3 225+ 1.1 138.1 £8.0

Vh Ol 10 212.0+12.7 29.7£1.1* 32.3£2.2* 178.1 £9.9*

Ant Ol 10 210.6 £ 4.4 28.6%+1.0 27.6£1.6 168.0 = 6.4

Vh OD 13 2147 £3.7* 298 £1.0* 255+ 1.6m 166.0 +7.4*

Ant OD 11 228.7 6.0 28.0+0.8 27.1%£1.3 1455+ 4.84

*p<0.05 vs. TA; m p<0.05 vs. Vh OI; a p<0.05 vs. Vh OD (Prueba “t" de Student).



Morfologia ovdrica y Desarrollo folicular

Similar a lo observado en el grupo TA, los ovarios de las ratas tratadas con el
Vh en la bursa del ovario izquierdo (Figura 14) o derecho (Figura 15) vy
sacrificadas al presentar el estro vaginal inmediato, mostraron cuerpos
lUteos y foliculos en diferentes estadios del desarrollo, la mayoria de los
cuales fueron sanos. La administracion del antagonista de los receptores
VPAC-1 en la gdonada izquierda (Figura 14) o derecha (Figura 15) de
animales sacrificados al estro vaginal inmediato resulté en la presencia de
foliculos preantrales y antrales, con un aumento de la poblacidén de foliculos

atrésicos, y la presencia de cuerpos IUteos.



Ovario izquierdo Ovario derecho

TA (E)

Figura 14. Fotomicrografias representativas del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) de
animales testigo absoluto (TA) en estro (E) o inyectados en la bursa del ovario izquierdo con
el vehiculo (Vh) o el antagonista de los receptores VPAC-1 (Ant) y sacrificados al estro
vaginal inmediato. Se muestran fotomicrografias fotomicrografias tomadas a 10x donde se
pueden observar cuerpos lUteos (CL), foliculos preantrales sanos (FPs), foliculos preantrales
atrésicos (FPa), foliculos antrales atrésicos (FAs) y antrales atrésicos (FAQ).
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Ovario izquierdo Ovario derecho

Figura 15. Fotomicrografias representativas del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) de
animales testigo absoluto (TA) en estro (E) o inyectados en la bursa del ovario derecho con
el vehiculo (Vh) o el antagonista de los receptores VPAC-1 (Ant) y sacrificados al estro
vaginal inmediato. Se muestran fotomicrografias fotomicrografias tomadas a 10x donde se
pueden observar cuerpos lUteos (CL), foliculos preantrales sanos (FPs), foliculos preantrales
atrésicos (FPa), foliculos antrales atrésicos (FAs) y antrales atrésicos (FAQ).




Porcentaje de foliculos atrésicos

La administracion del Vh incremento el porcentaje total de foliculos atrésicos
al tfratar el ovario izquierdo en comparacion a su respectivo ovario del grupo
TAE, y en comparacion a su respectivo ovario confralateral en el total de
foliculos atrésicos, preantrales y antrales. Al bloquear los receptores de
VPAC-1 en la gonada izquierda o derecha, resultd en el aumento de
foliculos atrésicos totales, preantrales y antrales, en comparacion sus
respectivos grupos tratados con el Vh y en comparaciéon a su ovario

contralateral (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de foliculos atrésicos totales, preantrales y antrales por el ovario
izquierdo (Ol) o derecho (OD) de animales tfestigo absoluto (TA) en estro (E) o
microinyectados en el dia del proestro con agua inyectable (Vh) o el antagonista PG 97-
269 (Ant) de VPAC-1 en la bursa del Ol u OD vy sacrificados al estro vaginal. *p<0.05 vs. Su
respectivo ovario del grupo TA; ¢ p<0.05 vs. Ovario contralateral; & p<0.05 vs. su respectivo

grupo Vh (Prueba de Fisher).



Respuesta Ovulatoria

La microinyecciéon del Vh en la bursa ovdrica izquierda o derecha de ratas
en proestro, sacrificadas al estro, no modificd el porcentaje de animales
ovulantes en comparacion al TA ni a sus respectivos ovarios contralaterales.
Cuando los animales fueron microinyectados con el antagonista de los
receptores VPAC-1 en el ovario derecho disminuyd el porcentaje de

animales ovulantes respecto a su ovario contralateral (Figura 17).

La microinyeccién del Vh en el ovario izquierdo resulto en un menor nOmero
de ovocitos liberados comparado con el ovario izquierdo del grupo TA.
Cuando se realizd el bloqueo de los receptores del VPAC-1 en la bursa del
ovario derecho resulté en un menor nimero de ovocitos liberados en

comparaciéon a su ovario contralateral (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de animales ovulantes y media + eem del nomero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) de animales testigo absoluto (TA) en
estro (E) o microinyectados en el dia del proestro con agua inyectable (Vh) o el antagonista
PG 97-269 (Ant) de VPAC-1 en la bursa del Ol u OD y sacrificados al estro vaginal. g p<0.05
vs. Ovario contralateral (Prueba de Fisher). *p<0.05 vs. Ol del grupo TA; ¢ p<0.05 vs. Ovario
contralateral (Prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

La microinyeccion del Vh en la bursa del ovario derecho resultd en el
incremento de la concentracion de progesterona, respecto alos grupos TA
y Vh Ol; a diferencia de lo observado en animales con microinyeccion
unilateral del antagonista de los receptores VPAC-1, donde Ila
concentracion de progesterona fue menor en comparacién con sus

respectivos grupos Vh (Figura 18).

La concentracion de testosterona en animales microinyectados con el Vh
en la bursa del ovario derecho fue mayor que la del TA y la del Vh Ol. La
microinyeccion del antagonista en la bursa ovdrica izquierda resultdé en una
menor concentracion de testosterona respecto a su Vh. Cuando el
antagonista se microinyectd en la bursa del ovario derecho, la
concentracion del androgeno fue mayor respecto a la del grupo

microinyectado con el antagonista en el ovario izquierdo (Figura 18).

La microinyeccion del Vh en la bursa del ovario izquierdo resultdé en una
mayor concentracion de estradiol en suero en comparacion al TA; efecto
opuesto se observd ante la microinyeccion del antagonista en la bursa del
ovario izquierdo, donde disminuyd la concentracion del estrogeno respecto

a su grupo Vh (Figura 18).
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Figura 18. Media * eem de la concentracidon de Progesterona, Testosterona y Estradiol en
suero de animales testigo absoluto (TA) en estro (E) o microinyectados en el dia del proestro
con agua inyectable (Vh) o el antagonista PG 97-269 (Ant) de VPAC-1 en |la bursa del ovario
izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados al estro vaginal. * p<0.05 vs. su TA; # p<0.05 vs.
su respectivo grupo Vh; m p<0.05 vs. Vh Ol (Prueba de ANDEVA seguida por la Prueba de
Tukey-Kramer);@ p<0.05 vs. Ant Ol (Prueba “" de Student).
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que en el dia del proestro, el
VIP regula de manera estimulante las funciones del ovario a fravés de la
activacion del receptor VPAC-1, efectos que dependen del ovario tratado
y del periodo franscurrido entre la cirugia y la autopsia. Ademds, apoyan la

existencia de una comunicacidn nerviosa entre 1os ovarios.

La microinyeccién unilateral del Vh en la bursa ovdrica de animales en
proestro no modificd el peso corporal ni el peso de los érganos a los 60
minutos del tratamiento, tal como ha sido descrito por otros autores
(Dallman, 1985; Rosas, 2011; Brann y Mamesh, 1991), resultados que
atribuimos al corto periodo de fiempo transcurrido entre la cirugia y la

autopsia.

Cuando los efectos de la microinyeccién unilateral del Vh se evaluaron al
estro, se observd un incremento de la masa ovdarica, similar a lo reportado
por Rosas (2011) y Escalona (2018), como resultado de la microinyeccién de
solucion salina. Estos efectos pueden deberse al estrés que experimentan los
animales durante y después del procedimiento quirdrgico (periodo de
recuperacion). Algunos grupos de investigacion han mostrado que 60
minutos después de someter a los animales a un estrés agudo ocasionado
por una intervencion quirdrgica, incrementa la secrecion de gonadotropinas
(Lawton, 1972; Brann y Mamesh, 1991). Es posible que éstas sean las
responsables del mayor desarrollo folicular observado en nuestros animales,

que se acompand del aumento de la masa ovdrica.

En el presente estudio se observd que la masa de las adrenales aumenta
Unicamente ante la microinyeccion del Vh en el ovario izquierdo de
animales sacrificados al estro. Previamente se ha descrito que la inervacion

supraespinal de los ovarios y las adrenales es mds abundante hacia las



gldndulas izquierdas que derechas (Toth y col., 2007; Gerendai y col., 2009).
Ademds, Toth y colaboradores (2008) mostraron que en el sistema nervioso
central existen neuronas que reciben una comunicacion neural directa
desde los ovarios y las adrenales, lo que sugiere |la existencia de un circuito
nervioso cenfral que confrola la funcidon adrenal y ovarica.Con base en estas
evidencias sugerimos que el incremento de la masa adrenal observado
como resultado de la manipulacion del ovario izquierdo se debe a la
activacion de las fibras nerviosas que comunican a los ovarios con las
adrenales, tal como ha sido propuesto previamente (Rosas y col., 2015) y
que pudieran ser fibras VIPérgicas dado que al blogquear unilateralmente

con el antagonista de VPAC-1 la masa adrenal se ve disminuida.

No descartamos que el aumento de la masa adrenal se deba en parte al
incremento de la hormona adrenocorticofropica (ACTH) en respuesta al
estrés que experimentan los animales. En ratas sometidas a situaciones de
estrés, como la operacidon simulada o la adrenalectomia unilateral,
incrementa la concentracion de la ACTH en suero (Dallman, 1985) la cual
tiene un efecto mitogénico sobre la corteza suprarrenal (Fiala y col., 1956;

Bransome y Reddy, 1961).

La inyecciéon unilateral del antagonista en la bursa ovdrica no modificd la
masa ovdrica ni adrenal de los animales sacrificados al estro, lo que
apoyaria el hecho de que parte de los cambios en la masa de estos érganos
se deben al estrés y/o a la activacion de vias nerviosas, y no a la solucién

administrada.

En nuestros animales se observd que la microinyeccién unilateral del Vh en
la bursa ovdrica resultd al estro en el aumento del peso del Otero. Spratto y
Miller (1968) describieron que, en la rata adulta, la administraciéon s.c. de
estrogenos durante 3 dias resulta, 24 horas después de la Ultima inyeccion,

en el incremento de la masa del Utero. Los estrogenos al unirse a su receptor



en las células mesenguimales y estromales del Utero desencadenan la
produccion de factores paracrinos que estimulan la mitosis de las células
uterinas (Cooke y col., 1997). Con base en estas estas evidencias sugerimos
gue el incremento del peso del Utero observado en nuestros animales se
debe al aumento en la concentracion de estradiol, aunque cabe destacar
que esta solo llegd a ser estadisticamente significativa cuando el Vh fue

inyectado en el ovario izquierdo.

En el Utero, el VIP estimula el proceso de decidualizaciéon, que consiste en la
transformacion morfolégica del compartimiento endometrial y que ocurre a
través de la activacion del receptor VPAC-1 (Spong y col., 1999; Grasso y
col., 2017). Se ha mostrado que entre los ovarios y el Utero existe una
infrincada comunicacion nerviosa (Baljet y Drukker., 1979) y sanguinea, esta
Ultima dada a través de la arteria Utero-ovdarica (Burbank, 2009) vy la arteria
ovdrica, que forma varias ramas que en los dias del proestro y del estro
generan anastomosis con las ramas segmentales craneales de la arteria
uterina, irigando asi al cuerno uterino (Céspedes y col., 2006). En el presente
estudio se observd que, el bloqueo de los receptores VPAC-1 en la bursa
ovdrica derecha disminuyd el peso del Utero. Aun cuando la inyeccidén del
antagonista se realizé a nivel ovdrico, es posible que la comunicacion
sanguinea que mantienen el ovario y el Utero permitiera que parte del
antagonista inyectado en el ovario vigjara via torrente sanguineo hasta el
Utero ocasionando el bloqueo de los receptores VPAC-1 del Utero.
Desconocemos porgue la disminucidon del peso del Utero fue mayor al fratar
el ovario derecho. En el mono se ha mostrado que la comunicacidn nerviosa
entre el Utero y los ovarios es mayor con la génada en la que se forma el
cuerpo lUteo (Nagle y col., 2005). Dado que la rata es un animal poli-
ovulante, se esperaria que la comunicacion del Utero fuera similar con

ambos ovarios, sin embargo, con base en los resultados parece no ser asi.



El VIP tiene efectos antiapoptoticos en células de la granulosa vy revierte los
primeros estadios de la atresia folicular (Flaws y col.,1995; Wang y col., 2012).
En el presente estudio se observd que la inyeccion del antagonista de los
receptores VPAC-1 en la bursa ovdrica izquierda o derecha resultdé en una
tendencia hacia la disminucion de la poblacidén de foliculos sanos y un
incremento de foliculos afrésicos. El grupo de Vaccari (2006) mostré que 24
horas después de incubar células de la granulosa de foliculos antrales en un
medio de cultivo con VIP y con el antagonista selectivo para los receptores
VPAC-2, aumenta la apoptosis. Con base en estas evidencias sugerimos que
el VIP juega un papel importante en la supervivencia de los foliculos en
diferentes estadios de maduracion, efectos que al parecer son mediados

por la activacion de los dos receptores VIPérgicos.

En el presente estudio se observd un menor nUmero de ovocitos liberados en
los animales con microinyeccion del Vh en la bursa del ovario izquierdo,
similar a lo descrito por Escalona (2018) ante la microinyeccion de solucion
salina. Efecto que atribuimos en parte a la existencia de asimetrias en las
funciones ovdaricas, tal como se ha reportado anteriormente (Dominguez y
col., 2003; Dominguez y Cruz-Morales, 2011). En los mamiferos existe
dominancia por parte de un ovario sobre las funciones ovdricas; para el
caso de la rata se ha mostrado que el ovario izquierdo libera un mayor
numero de ovocitos que el derecho (Dominguez y col., 1989). Dominguez y
colaboradores (1998) plantearon que la liberaciéon de LH es regulada por
una comunicacion nerviosa entre ambas génadas ya que observaron que
en la tarde del proestro, el ovario izquierdo envia una senal al ovario
derecho antes de que esta senal llegue al hipotdlamo. Tomadas en
conjunto, éstas evidencias nos permiten sugerir que el ovario izquierdo es
mdas sensible que el derecho a estimulos como la manipulacién y/o la
inyeccion, lo que pudiera explicar la disminucion del nUmero de ovocitos

liberados cuando el Vh se inyecta en el ovario izquierdo y no en el derecho.



Por estudios in vitro se ha descrito que el VIP tiene un efecto estimulante en
eventos previos que culminan con la ovulacion como son la activacion del
plasminégeno (Liu y col., 1987), la maduracion meidtica del ovocito (Térnell
y col., 1988) y la ruptura del foliculo (Schmidt y col., 1990). En el presente
estudio se observd que en animales en proestro, la microinyeccion del
antagonista de los receptores VPAC-1 en el ovario derecho resulté en la
disminuciéon del porcentaje de animales ovulantes y del niUmero de ovocitos
liberados respecto a su ovario contralateral, efecto que no se observa
cuando el antagonista se administra en el ovario izquierdo. En el 2017, Ayala
mostrd que en el dia del proestro, los ovarios poseen un numero similar de
receptores VPAC-1, mientras que en el dia del estro, momento en el que
ocurre la ovulacioén, el ovario derecho expresa aproximadamente el doble
de receptores VPAC-1 que el ovario izquierdo, lo que podria explicar que el
efecto del bloqueo de los receptores sobre la ovulacidon haya sido mds
potente en el ovario derecho que en el izquierdo, resultando en una menor
capacidad ovulatoria. Por lo cual proponemos que en el ovario derecho, el
VIP modula la ovulacion principalmente a través de la activacion del
receptor VPAC-1.

Cabe destacar que, ante la microinyeccién de cualquiera de las soluciones,
se observd una tendencia hacia el incremento de la respuesta ovulatoria
por parte de los ovarios contralaterales, que solo llego a ser significativa
cuando el antagonista se inyectd en el ovario derecho. Estos resultados
evidencian la comunicacidn nerviosa que existe entre los ovarios, que se ha
propuesto estd dada por el NOS (Morales y col., 1993) y/o por el NV
(Gerendai y col., 1998). Por estudios realizados en el mono se ha mostrado
que después de la inyeccion de un tfrazador retrogrado en uno de los
ovarios, se observa marca tanto en el ovario tratado, como en el
contralateral, sugiriendo que la comunicacidon entre los ovarios podria ser

una via neural de asociacion larga, que lleva informacion de un ovario al



otro (Nagle y col., 2005). Esta ruta de comunicacion pudiera estarimplicada
en la regulacion de la dominancia ovdrica o de la seleccion del foliculo

dominante durante la ovulacion (Nagle y col., 1994; 2005).

Los resultados del presente estudio son una evidencia mds de la
comunicacion nerviosa que existe enfre las gonadas, la cual parece estar
dada en parte por las fibras VIPérgicas, lo que explicaria el hecho de que la
ovulacion se modifigue de manera importante cuando se administra el
antagonista de los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario derecho y que
estariac modulando de manera estimulante la ovulaciéon en el ovario

izquierdo.

En el presente estudio se observd que la microinyeccion del Vh en la bursa
del ovario izquierdo o derecho resultd en el incremento de la secrecidn de
progesterona cuando los animales fueron sacrificados a los 60 minutos o al
estro vaginal. Resultados similares fueron obtenidos a una o 24 horas de la
microinyeccion de solucion salina en la bursa ovarica de animales en cada
uno de los dias del ciclo estral (Rosas y col., 2015), lo cual, de acuerdo con
los autores pudo deberse a la distension de la bursa ovdrica que ocasiond
la activacidon de una via nerviosa de conexidn entre los ovarios y las
adrenales (Téth y col., 2008).

No descartamos el hecho de que el incremento de progesterona se deba
al estrés que experimentan los animales durante y después del
procedimiento quirdrgico. Piva y colaboradores (1973) observaron que
como respuesta al estrés se secreta ACTH, que estimula la liberacion de
progesterona de origen suprarrenal. Otra posibilidad es que las elevadas
concentraciones de progesterona se deban al cambio en el microambiente
ovdrico debido a la inyecciéon de agua. Cruz y colaboradores (2014)
mostraron que la microinyeccion de agua destilada en el drea predptica

hipotaldmica anterior del lado izquierdo o derecho de ratas adultas



incrementa la concentracion de progesterona en suero ademds de que
modifica de manera asimétrica la respuesta ovulatoria, eventos que de
acuerdo con los autores se deben a la respuesta diferencial de las células

gliales y de las neuronas ante el estrés inducido por agua.

Por estudios in vitro se ha mostrado que en el ovario, el VIP estimula la
actividad de la enzima adenilato ciclasa e incrementa la produccidn de
AMPc (Gourlet y col., 1997; Banks y col., 2005; Pan y col., 2008). Ademds,
tiene un efecto estimulante sobre la sintesis de progesterona debido a la
activacion de proteinas acarreadoras o con actividad enzimdtica que
infervienen en la ruta esteroidogénica, tales como la StAR, el complejo
enzimdtico P450scc vy la 3R-HSD (Davoren y Hsueh, 1985; Trzeciak y col., 1986;
Kowalewski y col., 2010). En un modelo in vivo, Rosas y colaboradores (2015)
mostraron que los efectos estimulantes del VIP sobre la secrecion de
progesterona son asimétricos, varian en funciéon del dia del ciclo estral y del
periodo de evolucidon; y que las senales nerviosas del NOS modulan el papel

del VIP en el ovario (Rosas y col., 2018).

Contrario a los efectos del VIP, el antagonista de los receptores VPAC-1
inhibe la actividad del adenilato ciclasa y disminuye la produccidon de AMPc
(Gourlet 'y col.,, 1997). En el presente estudio se observd que
independientemente de la gbnada tratada y del tiempo de evolucién entre
la cirugia y la autopsia, el antagonista de los receptores VPAC-1 disminuyd
la concentracion de progesterona a valores similares a las del grupo TA, por
lo que sugerimos que: 1) la distensién de la bursa ovdarica podria involucrar
la activacién de fibras nerviosas que transportan VIP, de ahi los efectos
opuestos observados con la administracion del antagonista; y 2) el VIP tiene
un efecto estimulante sobre la secrecidon de progesterona que es mediado,

en ambos ovarios, a través de la activacion de los receptores VPAC-1,



aungue no descartamos que su efecto también sea el resultado de su unidn
al receptor VPAC-2.

Rosas y colaboradores (2015) mostraron que la microinyeccion unilateral de
solucion salina en el dia del proestro resultd alos 60 minutos en un incremento
de testosterona al tratar el ovario derecho, mientras que al tratar el ovario
izquierdo incrementaron las concentraciones de estradiol, efecto que los
autores atribuyeron a la perforacion del peritoneo. Se ha propuesto que la
perforacion del peritoneo activa una via de comunicacidon que comprende
el peritoneo y los ovarios, lo que se ve reflejado en la alteracion de la
secrecion de hormonas esteroides (Barco y col., 2003). De acuerdo con
Flores y col. (2008), la informacion nerviosa que proviene de diferentes zonas
del peritoneo regula de manera diferente la secrecidn de hormonas
esteroides. En ratas, la estimulacion mecdnica de la piel abdominal del lado
izquierdo o derecho resulta en una mayor actividad del NPO, lo que se
acompana del aumento de la presion arterial y una disminucion del flujo
sanguineo ovdrico, efectos que los autores atribuyeron a la activacion de
una via de comunicacion nerviosa multisindptica entre la pared abdominal
y los nervios que llegan al ovario (Uchida 'y col., 2005). En el presente estudio
se observd que la microinyeccion unilateral del Vh resultd alos 60 minutos en
el aumento de la concentracion de testosterona y estradiol. Es posible que,
durante el procedimiento quirdrgico, la manipulaciéon mecdnica de la piel
abdominal en conjunto con la perforacion del peritoneo haya modificado
la actividad de algunas fibras nerviosas que inervan la pared abdominal y el
peritoneo y que estdn involucradas en la regulacion de la secrecion de

hormonas esteroides.

Cuando los efectos del Vh fueron evaluados al estro, incremento la
concentraciéon de testosterona ante la inyeccién en el ovario derecho vy la

de estradiol cuando se administré en el ovario izquierdo. Estos efectos fueron



diferentes a los observados por Rosas y colaboradores (2015), 24 horas
después de la microinyeccion unilateral de soluciéon salina. Dado que el
procedimiento quirdrgico fue similar en ambos estudios, sugerimos que los
diferentes efectos sobre la secrecidon de hormonas esteroides dependen del

vehiculo utilizado.

Por estudios in vifro se ha mostrado que el VIP regula de manera estimulante
la secrecion de androgenos, a tfravés de la activacion de la 17a-hidroxilasa
(Johnsony col., 1994). En la rata se observd que la administracion unilateral
de VIP en la bursa ovdarica tiene un efecto asimétrico sobre la secrecion de
testosterona que depende del dia del ciclo estral, lo que de acuerdo con
los autores se debe a la sensibilidad diferencial de cada ovario al VIP, que

parece variar en funcion del dia del ciclo estral (Rosas y col., 2015).

En el presente estudio se observd que la microinyeccion del antagonista de
los receptores VPAC-1 en la bursa del ovario izquierdo resultd alos 60 minutos
o al estro en una menor concentracion de testosterona, sin cambios cuando
se administré en el ovario derecho. Morales-Ledesma y colaboradores (2020)
mostraron que 60 minutos después de la microinyeccion de un antagonista
no selectivo de los receptores VIPérgicos en la bursa ovdrica izquierda de
animales en estro, se depleta la concentracidon de testosterona, mientras
que la inyeccidon del lado derecho no modifica la concentracion del
andrégeno. Dado que la expresion de los receptores VPAC-1 en el ovario
izquierdo y derecho es similar en el dia del proestro y asimétrica en el dia del
estro, siendo mayor en el ovario derecho que en el izquierdo (Ayala, 2017),
sugerimos que el VIP regula de manera diferente la secrecion de
testosterona en cada ovario, donde en el ovario izquierdo tiene un efecto
estimulante en ambos dias del ciclo, mientras que en el ovario derecho
pareciera no estar participando en la regulacidn de la secreciéon de

testosterona.



En ovarios de ratas neonatas se ha mostrado que el VIP estimula la actividad
de las aromatasas, enzimas que participan en el metabolismo de los
andrégenos a estrogenos (George y Ojeda, 1987). En el presente estudio se
observd que a los 60 minutos de la microinyeccion del antagonista de los
receptores VPAC-1 en el ovario derecho disminuyd la concentracion de
estradiol a valores normales, similar a lo observado cuando se administro el
antagonista en la bursa del ovario izquierdo y se evaluaron los efectos al
estro. Estos resultados muestran que el VIP tiene un efecto estimulante sobre
la secrecion de estradiol que es tiempo-dependiente, tal como ha sido
descrito por estudios in vitro (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986) e
in vivo (Rosas y col., 2015). Asimismo, estos resultados muestran que la
regulacion que ejerce el VIP sobre la secrecion de estradiol, mediada por la

activacion del receptor VPAC-1, depende del ovario en estudio.

Previamente hemos mostrado a través del uso de un agonista no selectivo
de losreceptores VIPérgicos que en el dia del proestro, el VIP tiene un efecto
asimétrico sobre la secrecidon de estradiol a los 60 min, mientras que a las 24
horas su efecto es estimulante en ambos ovarios (Rosas y col., 2015). Por lo
que, la falta de efectos del antagonista de los receptores VPAC-1 nos
permite sugerir que en el ovario izquierdo de animales en proestro, y en el
ovario derecho de animales en estro, el VIP regula la secrecion de estradiol

principalmente a través del receptor VPAC-2.

La disminucion en la concentracion de estradiol observada al estro pudiera
estar asociada al aumento de la atresia folicular observada ante el bloqueo

de los receptores VPAC-1.

Parra y colaboradores (2007) demostraron que el contenido de VIP en el
ovario de la rata varia durante el ciclo estral. Los efectos del VIP en los
ovarios son mediados por la inervacion simpdtica del NOS (Rosas y col.,

2018). Dado que el NOS es la principal fuente de inervacion VIPérgica al



ovario (Dees y col., 1986) y que el ovario derecho recibe un mayor nUmero
de fibras del NOS que el izquierdo (Klein y Burden, 1988), es posible que la
respuesta diferencial observada en el presente estudio por efectos del
antagonista de los receptores VPAC-1 esté influenciada por el aporte
VIPérgico que recibe cada génada, sin embargo, se requieren mas estudios

para evaluar dicha posibilidad.

Tomados en conjunto, los presentes resultados nos permiten concluir que en
la rata adulta ciclica, los efectos estimulantes del VIP sobre la secrecion de
progesterona y asimétricos sobre la secrecion de testosterona y estradiol son
mediados a fravés de la activacion del receptor VPAC-1, efectos que
dependen de la gbnada fratada y del fiempo de evolucion entre el estimulo
y la autopsia. El proceso de ovulacion es regulado de manera asimétrica por
el VIP, siendo el ovario derecho donde el péptido parece estar actuando

principalmente a través del receptor VPAC-1.



CONCLUSIONES

Con base en el bloqueo especifico de los receptores VPAC-1, los resultados

del presente estudio muestran que el VIP:

** Modula de manera asimétrica la ovulacién. En el ovario derecho su
participacion parece estar mediada principalmente por la activacion
del receptor VPAC-1.

¢ Regula de manera estimulante la secrecién progesterona a través de
la activacion del receptor VPAC-1, independientemente de la
goénada fratada y del fiempo franscurrido entre el estimulo y la

autopsia.

** Modula de manera estimulante la secrecién de testosterona en el
ovario izquierdo por la activaciéon de los receptores VPAC-I,

independiente del tiempo transcurrido entre el estimulo y la autopsia.

** Regula de manera asimétrica la secrecién de estradiol, efectos que
varian en funcion del tiempo transcurrido entre el estimulo y la

autopsia.

Tomados en conjunto, los resultados del presente estudio permiten concluir
que en el dia del proestro, el VIP regula de manera diferente las funciones
de cadaovario a fravés de la activacion de losreceptores VPAC-1. Ademas,
apoyan la existencia de una via de comunicacion nerviosa, entre los ovarios

que pudiera estar dada por fibras de tipo VIPérgicas.



MODELO 1

En ratas adultas ciclicas en proestro, el bloqueo selectivo de los receptores
VPAC-1 en la bursa izquierda o derecha resulta en la disminucion de la
concentracion de progesterona y regula de manera asimétrica la
concentracion de testosterona y estradiol. Por lo que proponemos que el VIP
ejerce un efecto estimulante a través de la activacion de los receptores
VPAC-1 sobre la secrecion de progesterona, efecto que no depende del
momento de evaluacion, mientras que la secrecidon de testosterona y

estradiol, son moduladas de manera diferencial por el VIP.
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Modelo 1. Efectos agudos (60 min) y subagudos (estro vaginal inmediato) del
bloqueo de los receptores VPAC-1 evaluado mediante la microinyeccién unilateral
del antagonista especifico PG 97-269 (Ant) en la bursa ovdrica de ratas ciclicas en
proestro sobre la secrecion de hormonas esteroides. Receptor VPAC-1; Receptor
VPAC-2; 3B-HSD, 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa;176-HSD,17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; VIP, péptido intestinal vasoactivo; ATP, adenosin trifosfato; AMP,
adenosin monofosfato ciclico; P, progesterona; T, testosterona; E2, estradiol.
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MODELO 2

En animales ciclicos en proestro, el bloqueo de los receptores VPAC-1 del
ovario derecho resultd en la disminucion de la cuota ovulatoria por el ovario
tratado (ovario derecho) y el aumento, por el ovario contralateral (ovario
izquierdo). No asi, cuando el antagonista se inyecto en el ovario izquierdo.
Dado que el nUmero de receptores VPAC-1 en el dia del proestro es similar
en ambos ovarios, y que en el dia del estro, el ovario derecho expresa
aproximadamente el doble de receptores VPAC-1 que el izquierdo,
sugerimos que en el ovario derecho el VIP regula el proceso de ovulacion
principalmente a través de la activacion del receptor VPAC-1; y que ante la
falta del estimulo VIPérgico se activa una via de comunicacion nerviosa,
que pudiera ser de tipo VIPérgica, la cual promueve el intercambio de
informacién desde el ovario derecho al izquierdo, y que resulta en el

incremento de la ovulaciéon por esta gonada.
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Modelo 2. Efecto del bloqueo de los receptores VPAC-1 a través de la
microinyeccién del antagonista especifico PG 97-269 en la bursa ovdrica derecha
de ratas ciclicas en proestro, sacrificadas al presentar el estro vaginal inmediato.

Receptor VPAC-1; GSMS, Ganglio celiaco mesentérico superior; Ol, ovario
izquierdo; OD, ovario derecho.
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