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ABREVIATURAS

E2: Estradiol

eCG: Gonadotropina Coriénica Equina
FSH: Hormona Foliculo Estimulante
GCMS: Ganglio Celiaco Mesentérico
Superior

GnRH: Hormona Liberadora de
Gonadotropinas

hCG: Gonadotropina Coriénica
Humana

H-H-O: Hipotalamo Hipdfisis Ovario
LH: Hormona Luteinizante

NA: Noradrenalina

NGF: Factor de Crecimiento Nervioso

NOS: Nervio Ovarico superior
NPO: Nervio del Plexo Ovario

NV: Nervio Vago

OSD: Operacion Simulada Derecha
OSI: Operaciéon Simulada Izquierda
P4: Progesterona

SOPQ: Sindrome de Ovario
Poliquistico

SNO: Seccion del Nervio Ovérico
T: Testosterona

TH: Tirosina Hidroxilasa

VE: Valerato de estradiolVh: Vehiculo
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RESUMEN

La regulacion neural de las funciones de los ovarios es via las fibras
simpaticas y parasimpaticas. La inervacion de tipo simpética llega al ovario a traves
del nervio ovarico superior (NOS). En el animal puber, la seccion unilateral del NOS
resulta en el aumento de la cuota ovulatoria por el ovario inervado, mientras que, en
el denervado disminuye la ovulacion o esta no ocurre. En estos animales la
estimulacién con las gonadotropinas no es capaz de restablecer la ovulacién por
parte de la gonada denervada. En el animal con el SOPQ, inducido por la
administracion de Valerato de estradiol (VE), donde hay un bloqueo de la ovulacion,
la seccién unilateral del NOS es capaz de inducir la ovulacion en el ovario inervado.
En el presente estudio, se analizd la participacibn del NOS en la respuesta del
foliculo ovérico al estimulo gonadotropico en dos modelos animales; en la rata adulta
ciclica, y en la rata con SOPQ inducido por VE. Para ello, ratas hembra de la cepa
Cll-zV, a los 10 dias de edad se les administré6 Vh (Vehiculo) o VE, a los 60 dias de
edad se les realizo la seccion del NOS izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) o la
operacion simulada izquierda o derecha (OSI; OSD) y 10 dias después de la cirugia
se realizo la estimulacion gonadotrépica que consistié en: a) la administracién de
10Ul de Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) o b) la administracion de 10Ul de
eCG y 48hrs después 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Los animales

fueron sacrificados al estro vaginal inmediato al estimulo hormonal.

En el animal ciclico con seccion del NOS izquierdo o derecho, no se modifico
la respuesta ovulatoria cuando se estimularon con una o ambas gonadotropinas. La
masa ovarica del grupo con SNOI (eCG+hCG) aumentd respecto a su grupo con
eCG. El peso relativo del utero en el grupo con SNOI (eCG+hCG) aumentd respecto
al grupo con SNOI (eCG) y OSI (eCG+hCQG).

La concentracion sérica del estradiol (E2) aumentd en los grupos con seccion
del NOS izquierdo o derecho y estimulados con eCG+hCG, respecto al grupo con
operacion simulada. La concentracion sérica de progesterona y testosterona (Pay T)

no se modifico.
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En el animal con el SOPQ, no se modifico el porcentaje de animales ovulantes
cuando se realizo la seccion unilateral del NOS y se estimulé con una o ambas
gonadotropinas. En el grupo con SNOI mas eCG+hCG,; el ovario denervado muestra
disminucién del niumero de ovocitos liberados,comparado con el ovario izquierdo del
grupo con OS y estimulado con ambas gonadotropinas. Cuando se realizé la seccién
derecha, s6lo respondié el ovario inervado. En el grupo con SNOD y eCG solo el
ovario inervado fue capaz de ovular y mostré un mayor nimero de ovocitos liberados
comparado con el grupo con OSD y eCG. En el grupo con SNOD y eCG+hCG sdlo el

ovario inervado ovulo.

La concentracion sérica de P4 en el grupo con SNOI (eCG) fue mayor que la
de los grupos con seccion, operacion simulada y estimulados. Mientras que fue
menor en el grupo con SNOD (eCG+ hCG) respecto al grupo con OSD (eCG+hCG).

La concentracion sérica de T disminuyd con la seccion izquierda o derecha
respecto al grupo con VE, y aument6 en el grupo con SNOD (eCG), respecto al
grupo con SNOD. La concentracion de Ez fue mayor en los grupos con seccion
unilateral y estimulados con eCG, respecto a los grupos con seccion y sin estimulo

gonadotropico o al grupo con operacion simulada y estimulados con eCG.
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INTRODUCCION

Los ovarios son dos glandulas ovaladas alojados en la pelvis, fijados a la
superficie posterior del ligamento ancho por el mesovario (Tresguerres y col., 2005).
Estas glandulas sexuales rigen dos procesos importantes, la foliculogénesis, que
culmina con la ovulacion y la esteroidogénesis, ambas funciones se encuentran

reguladas por una via hormonal y nerviosa.

El eje hipotalamo-hipdfisis-ovario es el responsable de la regulacion
neuroendocrina de estos procesos, a través de la liberacion pulsatil de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) que es sintetizada en el hipotalamo; esta
neurohormona regula la secrecién de las gonadotropinas (Tresguerres y col., 2005),
la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), hormonas que
son sintetizadas en la adenohipéfisis; donde la FSH es responsable del desarrollo
folicular y la LH estd implicada en el proceso de ovulacion (Prieto-Gémez vy
Veldzquez-Paniagua, 2002).

En el caso de la via nerviosa, que regula las funciones ovaricas, se ha
mostrado que el ovario de la rata recibe inervacion simpatica, por medio del Nervio
del Plexo Ovéarico (NPO) y del Nervio Ovéarico Superior (NOS) e inervacion
parasimpéatica por el Nervio vago (Nv). Los primeros dos paquetes nerviosos se
originan en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) (Moore y Bloom, 1979).
Las fibras nerviosas que corren por el NOS inervan la glandula intersticial, foliculos
primordiales y en desarrollo, y aunque no tiene contacto con células de la granulosa
ni del cuerpo luteo, estos expresan receptores B-adrenérgicos, lo que indica que el
NOS participa en el desarrollo folicular, asi como en la esteroidogénesis (Burden,
1972; Arayay col., 2004).

Cualquier alteracion en alguna de las vias de regulacion del ovario puede
generar patologias reproductivas, la mas comun, es el sindrome de ovario
poliquistico (SOPQ). En la mujer, el SOPQ se caracteriza por irregularidad menstrual,
anovulacion, hiperandrogenismo y ovarios poliquisticos, aunque su etiologia es

desconocida (Singh, 2005; Bremer, 2010). Brawer y colaboradores en 1978

Brenda Paloma Juarez Jiménez




mostraron que, en la rata, el Valerato de estradiol (VE) induce algunas de las

caracteristicas semejantes a las observadas en mujeres con el sindrome.

Se han planteado tres hipotesis respecto al origen del SOPQ: 1) disfuncién
neuroendocrina, 2) alteracion en la capacidad esteroidogénica y la 3) hiperactividad
de las fibras simpaticas. En el presente trabajo nos enfocaremos en la tercera

hipoétesis que implica una alteracion en la inervacion simpatica ovarica.

En la rata, la seccion unilateral del NOS resulta en la disminucion en el
namero de ovocitos liberados por el ovario denervado, mientras que, el ovario intacto
puede presentar un incremento en la cuota ovulatoria (Morales y col., 1993). Cuando
estos animales reciben una estimulacion gonadotropica se observa la misma
respuesta asimétrica que se presenta cuando se realiza Unicamente la seccidn
(Morales y col., 1998). Dada esta respuesta, se ha concluido que en el animal ciclico
el NOS regula de manera estimulante la respuesta de los foliculos a las
gonadotropinas. En el animal con SOPQ, el cual no ovula, la seccion unilateral del
NOS resulta en una baja cuota ovulatoria por parte del ovario denervado y un
incremento del nimero de ovocitos liberados por parte del ovario inervado, a pesar
de que éste presenta un tono simpatico alto (Morales-Ledesma y col., 2010). En el
presente estudio, se analiz6 en el animal con SOPQ, el papel del NOS en la

respuesta de los foliculos a las gonadotropinas.
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MARCO TEORICO
OVARIO

Los ovarios son dos organos sélidos que se encuentran alojados en la pelvis,
fijada a la superficie posterior del ligamento ancho por medio del pliegue peritoneal
que se denomina mesovario, por el cual recibe aporte nervioso, vascular y linfatico.
En la mujer, tienen consistencia dura y forma de almendra, con un diametro de unos
3.5 cmy 1.5 cm de espesor. Cuentan con una superficie lisa antes de la pubertad,
pero, a partir de la maduracion de los foliculos y la ovulacion va presentando una
superficie irregular. En la menopausia, con el cese de las ovulaciones, tiende a

volverse liso (Tresguerres y col., 2005).

El ovario esta constituido por tres estructuras importantes: 1) la corteza que
estd formada por células germinales (ovocitos). Es la estructura mas importante ya
que en ella se llevan a cabo la mayoria de los cambios asociados con el
funcionamiento normal de la génada, como es la maduracion de los ovocitos y la
secrecion de hormonas; 2) la médula estd conformada por células heterogéneas y
abundantes vasos sanguineos y 3) el hilio que es la zona por donde ingresan los
nervios, vasos sanguineos, linfocitos, tejido conectivo de sostén (Figura 1)
(Tresguerres y col., 2005).

Teca externa
Foliculo  camulo de células Foliculo
primordial intersticiales antral

Corteza Teca interna

Granulosa

Médula

Liquido folicular

Foliculo

Cuerpo

hemorragico
albicans
Ovocito
ovulado

Cuerpo liteo Cuerpo Cuerpo Foliculo
en regresion lateo maduro liteo joven atrésico

Figura 1. Esquema de un ovario donde se muestran las estructuras que lo conforman y el desarrollo folicular.
Modificado de Barrett y col., 2010.
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En roedores, el mesenterio ovarico conecta el ovario con el ligamento ancho,
que forma una capsula que encierra el ovario y una cavidad que contiene liquido,
esta capsula se denomina bursa ovarica y es requerida para el proceso de ovulacion
y reproduccion (Liy col., 2007).

Las funciones del ovario son la produccion de células germinales (ovocitos), que
permiten la continuidad de la especie, esto a través del proceso de foliculogénesis y
la generacion de moléculas bioactivas, principalmente esteroides (estrégenos y
progestinas) a través del proceso de esteroidogénesis, estas son hormonas
indispensables para el desarrollo sexual femenino y mantenimiento del embarazo,
ambas funciones se encuentran reguladas por una via endocrina y una nerviosa

(Tresguerres y col., 2005; Morales y col., 1993).

La unidad anatomica y funcional del ovario es el foliculo que esta formado
principalmente por el ovocito, las células de la granulosa, una membrana limitante y

células de la teca (Urbina y Biber, 2008).

FOLICULOGENESIS

Es la formacion y maduraciéon de los foliculos ovaricos, a partir del foliculo
primordial hasta periodos intermedios o finales. De acuerdo con la etapa de

desarrollo, se distinguen distintos tipos de foliculos (Figura 2).

Foliculo primordial: esta constituido por un ovocito detenido en profase de la
primera division meiodtica, el ovocito esta rodeado por una capa (a veces incompleta)
de células aplanadas, que estan separadas del estroma ovarico circundante. Estas
células aplanadas proliferan y completan dos capas que rodean al ovocito, con lo que
se inicia la formacion de la membrana basal (Eynard y col., 2008). Estos foliculos
miden aproximadamente 50 pm de diametro. Aunque todavia no se conoce
totalmente la transicién del foliculo primordial a foliculo primario, la iniciacion de esta
transicion esta relacionada con factores de crecimiento como el “kid ligando” (KL) y
su receptor C kit. EI KL es producido por las células de la granulosa y el C kit, por el
ovocito (Eynard y col., 2008; Urbina y Biber, 2008; Fabregues y Balasch, 2009). En
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las primeras fases del desarrollo folicular no se requiere de la presencia de
gonadotropinas, ya que las sefiales de tipo paracrino entre el ovocito y las células
circundantes son las responsables directas del inicio de la maduracion folicular
(Urbina y Biber, 2008).

Foliculo primario: la transicion del foliculo primordial al foliculo primario se visualiza
cuando las células pregranulosas planas del foliculo primordial se transforman en
células de la granulosa cubica, y desarrollan puentes intercelulares entre si (Urbina y
Biber, 2008). Bajo estimulo de la hormona foliculo estimulante (FSH), estradiol y
factores de crecimiento estos foliculos contindan desarrollandose. En mujeres, este

foliculo mide aproximadamente 300 um (Urbina y Biber, 2008).

Foliculo secundario: el ovocito primario se rodea de una sustancia glucoproteica de
aspecto gelatinoso denominado zona pelldcida que funciona como una membrana
(Urbina y Biber, 2008). Se presentan mas de dos capas de células de la granulosa y
se forman cavidades llamadas “espacios de Call-Exner”, mientras tanto, las células
tecales se diferencian en forma gradual en teca interna y teca externa.

La teca interna posee un rico plexo capilar y estd formada por grandes células
palidas que poseen un REL (reticulo endoplasmico liso) muy desarrollado. La teca
externa esta compuesta por tejido conjuntivo denso y es atravesada por vasos

sanguineos que irrigan la teca interna (Eynard y col., 2008).

Foliculo preovulatorio: en la mujer también es llamado foliculo de Graff. Los
espacios de call-exner se unen y originan el antro folicular, las células de la
granulosa alejadas del ovocito segregan liquido folicular y las células que rodean al
ovocito se denominan corona radiada y células del cumulus oophorus que
posteriormente impulsaran al ovocito para ser liberado.

Desde el comienzo del desarrollo del antro folicular, parece iniciarse una mayor
actividad metabdlica que va acompafada de una intensa actividad esteroidogénica.
Evidencias indican que las células de la granulosa (parietales y las que conforman el
cumulus oophorus) contribuyen a través de factores paracrinos a que el ovocito

reasuma la meiosis, e induce a la maduracion del citoplasma de este. Este foliculo
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especificamente en sus células de la granulosa posee una gran capacidad
esteroidogénica, en especial para la sintesis de estradiol (Urbina y Biber, 2008).

Cuando la concentracion en suero de estradiol llega a valores de 200 pg/mL a
300 pg/mL durante méas de 36 horas, se desencadena la oleada de hormona
luteinizante (LH) proveniente de la hipdfisis, la cual inicia el proceso de maduracién
del ovocito, con la disolucion de su membrana nuclear, para completar la meiosis
(expulsién del primer cuerpo polar).

Este foliculo mide aproximadamente entre 18 y 22 mm de diametro. Las
células de la granulosa de estos foliculos son mas grandes y adquieren inclusiones
lipidicas mientras que las de la teca estan mas vascularizadas: razén por la cual
tiene una apariencia hiperémica por lo que aproximadamente a las 36 horas del inicio
del pico ovulatorio de LH ocurre la ovulacién (Urbina y Biber, 2008).

Ovulacion: El abrupto incremento en la LH lleva al ovocito primario a

comenzar la meiosis Il, pero el ovocito es detenido en metafase, 3 horas antes del
comienzo de la ovulacion. La superficie del ovario comienza a presentar un
abultamiento local, en cuyo vértice aparece una mancha avascular, llamada estigma.
La elevada concentracion de LH aumenta la actividad de la colagenasa y de las
prostaglandinas, lo que causa contracciones musculares en la pared del ovario.
Estas contracciones expulsan el ovocito (ovulacién) que, junto con células de la
granulosa que lo rodean; desde la regién del cumulus oophorus, se desprenden y
flotan fuera del ovario (Sadler, 2019). De alli, ser4 captado por las fimbrias de la
trompa ipsilateral y transportado al interior del Gtero.

Cuerpo luteo: El foliculo remanente de la ovulacién se llena rapidamente de
sangre, lo que da origen a la formacion de un cuerpo hemorragico. Las células de la
teca y la granulosa que revisten al foliculo proliferan rapidamente y la sangre
coagulada es sustituida por células luteas, formando el cuerpo luteo (dichas células
contienen abundantes lipidos y son de color amarillento).

De esta manera, empieza la fase lutea, durante la cual las células luteas

secretan estrogenos y progesterona (Barrett y col., 2010).
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En las diferentes etapas del desarrollo folicular, la mayoria de los foliculos (con
excepcion del preovulatorio) detiene su crecimiento e inicia un proceso de involucion

y degeneracion llamado atresia folicular (Urbina y Biber, 2008).

A lo largo del proceso de foliculogénesis pueden ocurrir algunas anomalias
gue tienen como consecuencia la formacidn de estructuras quisticas o prequisticas.
Quiste: En general, los quistes foliculares se producen por falta de ruptura del
foliculo maduro en el momento de la ovulacion. Los quistes son mas grandes que un

foliculo y varian de los 3 a 8 cm (Fleischer y col., 1999).

Crecimiento folicular independiente de Crecimiento folicular dependiente de
gonadotropinas gonadotropinas
— >

Células Primordial Secundario

germinales ) )
Primario

PALCHY G
Cx30) $

Figura 2. Clasificacion de las etapas de la foliculogénesis en mamiferos; cuando son independientes o
dependientes de gonadotropinas. Modificado de Edson y col., 2009.

ATRESIA FOLICULAR

Al momento del nacimiento los ovarios de la mujer contienen alrededor de 2
millones de foliculos detenidos en el estadio primordial de su desarrollo. A lo largo de
la vida, estos foliculos primordiales van desarrollandose. La vida reproductiva se
inicia con aproximadamente 400,000 foliculos; en la menarquia se postula que la
pérdida folicular es de alrededor de unos 1000 foliculos por mes, durante la vida
reproductiva llega a ovular unos 400 foliculos. Desde el nacimiento a la menopausia,
el 99.9% restante de la dotacion folicular iniciara su desarrollo, pero debido a que no
reciben el estimulo gonadotropico adecuado estos foliculos estan destinados a la

atresia (Tilly y col., 1991; Fabregues y Balasch, 2009).
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Durante la atresia los foliculos detienen su crecimiento e inician un proceso de
involucion y degeneracion, donde existe la pérdida o eliminacion de la mayoria de los
ovocitos antes de llegar a la ovulacion (Flores-Pérez y col., 2005; Urbina y Biber,
2008). Al comienzo de este proceso, se aprecia un deterioro progresivo de las
células de la granulosa, con disminucién del liquido de la cavidad antral del foliculo y
colapso de la cavidad, que va acompafado de la degeneracién in situ del ovocito y
desaparicion progresiva de la teca, la cual es sustituida por tejido fibroso (Urbina y
Biber, 2008). Hay varios signos morfolégicos que permiten caracterizar la atresia de
un foliculo; la formacion de nucleos picnéticos dentro de las células de la granulosa,
engrosamiento de las capas de las células de la teca, desprendimiento de las células
de la granulosa a la cavidad antral y alteraciones en la estructura del ovocito (Tilly y
col.,1991).

Existe una accion determinante del E2z y las gonadotropinas,
fundamentalmente de FSH, sobre los foliculos reclutados en cada ciclo ovarico que
promueve su desarrollo. La LH, al unirse a sus receptores, estimula la produccion de
andrégenos de origen teco-intersticial, los cuales inducen la atresia en aquellos
foliculos que, para el momento del predominio de la LH sobre FSH, no son capaces
de aromatizar los andrégenos, ni de mantener niveles de estradiol y progesterona en
cantidades suficientes; como para antagonizar el efecto originado por estos
androgenos intraovaricos (Urbina y Biber, 2008).

ESTEROIDOGENESIS

Las hormonas esteroides se clasifican en esteroides sexuales (androgenos,
estrogenos y progestagenos), glucocorticoides (cortisol) y mineralocorticoides
(aldosterona), los cuales son sintetizados en las glandulas suprarrenales, las
gonadas, la placenta y el sistema nervioso central; estas hormonas modulan las
funciones reproductivas. Este proceso puede ser regulado a corto o largo plazo
dependiendo del tejido, en las gonadas y las glandulas suprarrenales la regulacion es
a corto plazo, mientras que, en el cerebro y en la placenta la regulacion es a larga

Gbomez-Chang y col., 2012).
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Las hormonas sexuales femeninas, de naturaleza esteroidea, producidas en el
ovario son el estradiol (E2), la progesterona (P4) y la testosterona (T), aunque
también se producen pequefas cantidades de estrona y varias hormonas proteicas,

como la inhibina y la relaxina.

Todos los esteroides ovaricos se producen en las estructuras foliculares y
derivan del colesterol, que se obtiene a partir de tres fuentes principales: el colesterol
que circula en la sangre unido a lipoproteinas, el que se sintetiza dentro del ovario a
partir de acetil coenzima A y el que se libera de los ésteres del colesterol
almacenados en las gotas lipidicas. El colesterol, independientemente de su origen,
se transporta después a las membranas mitocondriales, donde comienza la

biosintesis esteroidea (Tresguerres y col., 2005).

En el cuerpo lUteo la biosintesis de las hormonas sexuales sigue la via A4, que lleva
la conversion de pregnenolona en progesterona, mientras que en el foliculo es
preferente la via A5, ya que las células de la teca son mas eficientes para
metabolizar la 17- hidroxipregnenolona que la 17-hidroxiprogesterona (Tresguerres y
col., 2005).

La biosintesis de esteroides se realiza por accién de las enzimas que catalizan
la conversién del colesterol a estrogenos, que son: el CYP11A1l p450scc, la 3[3-
hidroxiesteroide deshidrogenada (33-HSD), la CYP 17-hidrroxilasa y la CYP-19 p450-

aromatasa (Figura 3) (Tresguerres y col., 2005).

Brenda Paloma Juarez Jimenez
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Pregnenolona > Progesterona
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17a-OHPregnenolona =2 17a-OHProgesterona
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Dehidroepiandrosterona === Androstenediona =——=2 Estrona
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7
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Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario. (1) P450scc, (2) P450cl17 (17a-hidroxilasa), (3)
P450c17 (17,20 liasa), (4) 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 5) 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 4,5
cetoesteroide isomerasa, (6) P450 aromatasa, (7) 5-reductasa Tomado de Tresguerres y col., 2005.

Se ha propuesto la teoria de las dos células dos hormonas para explicar la
produccion de estrogenos, luego de las observaciones de que las células de la teca
interna contienen receptores especificos a la LH, y en respuesta a la administracion
exdgena de LH sintetizan basicamente andrégenos; mientras que, las células de la
granulosa tienen un sistema activo de aromatizacion, que se estimula con la FSH

(Fernandez-Morales y Mangel, 1983).

En las células de la teca interna, la LH se une a su receptor acoplado a la
proteina G; con la consecuente estimulacion del adenilato ciclasa y el aumento en las

concentraciones intracelulares de AMPc (Adenosin Monofosfato Ciclico). La
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respuesta es mediada por la via del AMPc-PKA (Protein-Quinasa A) que involucra la
fosforilacion de enzimas como la hidrolasa de ésteres del colesterol o de proteinas

que participan en el transporte del colesterol hacia la mitocondria (Gomez-Chang y

col., 2012).

Las células de la teca secretan androstenediona y testosterona, estos
androgenos secretados son difundidos a través de la membrana basal del foliculo
hacia las células de la granulosa. La union de la FSH a sus receptores, en las células
de la granulosa, activa el AMPc el cual mediante la via PKA induce la expresion de
P450arom, enzima que aromatiza la androstenediona y T y las biotransforma en
estrona, posteriormente por accion de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 B-
HSD1) se biotransforma a estradiol. Este estr6geno sintetizado pasa a la circulacién
y al liquido folicular (Figura 4) (Fernandez-Morales y Mangel, 1983; Casabiell, 2006;

Gbomez-Chang y col., 2012).

Celula de la teca Celula de la granulosa
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Figura 4. Sintesis de esteroides sexuales en células ovéricas, se muestra la interaccion entre las células de la
teca y granulosa para la sintesis y liberacion de andrdégenos y estrogenos, respectivamente. Tomado de

Tresguerres y col., 2005.
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REGULACION NEUROENDOCRINA Y NERVIOSA DEL OVARIO
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

La GnRH es el decapéptido hipotalamico encargado de regular la secrecion de
las gonadotropinas hipofisiarias, la FSH y la LH. Aunque el origen del decapéptido
estimulante de las gonadotropinas es fundamentalmente hipotalamico, también
existe una cierta produccién a nivel ovarico, donde es capaz de inhibir de forma
dosis-dependiente la produccion de estrogenos en respuesta al estimulo de FSH, o
también, la produccion de progesterona (P4) estimulada por gonadotropinas

(Tresguerres y col., 2005).

El papel fisiologico de la GnRH a nivel ovarico podria ser como regulador
adicional en el funcionamiento folicular en la produccion de estrégenos en células de
la granulosa como se mencioné anteriormente. En el hipotalamo la GnRH tiene una
secrecion pulsatil, que es capaz de incrementar o disminuir la secreciéon de ambas

gonadotropinas y de regularlas por separado (Tresguerres y col., 2005).

La maduracion gonadal y la esteroiodogénesis son reguladas por las
hormonas glucoprotecas FSH y LH (Prieto-Gomez y Velazquez-Paniagua, 2002). Las
células de la granulosa secretan las hormonas peptidicas activina e inhibina, que
regulan la sintesis y liberacién de FSH en la hipdfisis (Figura 5). Los estrégenos
sintetizados por las células de la granulosa, cuando alcanzan ciertos niveles
plasmaticos que coinciden con la maduracion folicular, entre 36 y 48 hrs antes de la
ovulacioén, inducen una retroalimentacién positiva en el eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario, como resultado, se libera LH (valor maximo) que induce la ruptura del foliculo
para que ocurra la ovulacién y en el cuerpo lateo estimula la activacién enzimatica

para la produccion de progesterona, a partir de colesterol (Guzman y col., 2008).

Durante la fase lutea, la secrecion de LH y FSH es reducida debido a la
concentracion elevada de estrégenos, progesterona e inhibina. Una vez iniciada la
lutedlisis, la concentracion de estrégenos y progesterona desciende y la secrecion de

FSH y LH aumenta. En las mujeres, se forma un nuevo grupo de foliculos y
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posteriormente, un solo foliculo dominante madura como resultado de la accion de
las gonadotropinas. Aproximadamente a la mitad del ciclo, se incrementa la
secrecion estrogénica del foliculo, lo que aumenta la respuesta de la hipdfisis a la
GnRH y desencadena la secrecién de LH (Barrett y col., 2010).

I GnRH ‘F\f‘\ J \ J

c/90 min

i +

G -

Activina

Estrégenos LH Inhibina
Andrégenos 4
Progesterona l *

Py

Figura 5. Esquema del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Modificado de Schaffer y col., 2017.

La sintesis y la liberacién de las hormonas gonadotrépicas hipofisiarias son
reguladas por la GnRH, misma que provee el enlace entre los sistemas nervioso y
endocrino. En el hipotdlamo, neuronas parvicelulares secretoras de GnRH se
encuentran en el nlcleo arcuato, nucleo periventricular, el paraventricular y el area
predptica. A partir de estas zonas, la GnRH es transportada a la eminencia media y
liberada al sistema porta-hipotalamico-hipofisiario, preferentemente en el surco
infundibular. En los roedores, la GnRH es producida por un nimero relativamente
pequefio de neuronas. En el hamster, el nimero de neuronas secretoras de GnRH
es aproximadamente de 356 neuronas, mientras que en la rata hay de 560 a 1,300

neuronas (Prieto-Gomez y Velazquez-Paniagua, 2002).

El decapéptido GnRH, se libera en forma de pulsos, los cuales son regulados
por sefiales externas al hipotalamo, tales como las hormonas esteroideas.
En nifas prepuberes, la frecuencia de estos pulsos es de uno cada 3-4 horas,
mientras que en la mujer adulta dicha frecuencia es de un pulso cada 90-100 minutos

en la fase folicular temprana, y de uno cada 60 minutos en la fase folicular tardia
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(Marshall y Griffin, 1993). Los pulsos lentos de GnRH (c/90min) estimulan la
produccion de FSH; y en la fase preovulatoria inmediata, los pulsos rapidos (c/60
min) liberan LH (Schaffer y col., 2017). La vida media de la GnRH en el humano se

ha calculado ser menor de 10 minutos (Marshall y Griffin, 1993).

Recientemente se ha descrito que la maduracion y la sensibilizacién de la
actividad de GnRH, dependen no sdlo de los esteroides sexuales sino también de un
polipéptido conocido como kisspeptina. En el raton las neuronas que expresan
kisspeptina estan presentes en el nucleo arcuato, el nacleo periventricular y el nucleo
anteroventral periventricular. Se sugiere que la GnRH y la kisspeptina en el
hipotalamo son componentes cruciales del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario que regula
el inicio de la pubertad y que, en la adultez mantienen la funcién reproductiva,

estimulando el crecimiento folicular y la sintesis de esteroides sexuales.

Se ha establecido que las sefiales de kisspeptina en el hipotalamo son
responsables de la generacion de pulsos de la GnRH, ya que la ausencia de
kisspeptina condiciona un estado de inmadurez del eje hipotalamo-génadas, donde,
al bloquear su receptor GPR-54, se pierde la funcionalidad de esta via, mientras que
la adicion de kisspeptina restablece la funcionalidad del eje (Ventura-Arizmendi y

Hernandez-Valencia, 2019).

INERVACION OVARICA

Ademas de la regulacién hormonal, las funciones del ovario son reguladas por
la inervaciéon simpatica, sensorial y parasimpatica que llega a la gbnada (Figura 6)
(Fernandois y col., 2014). Las sefales nerviosas de tipo simpatico llegan a los
ovarios a través de dos nervios noradrenérgicos que se originan en el ganglio celiaco
mesentérico superior y a través de las neuronas ubicadas en los ganglios

paravertebrales (Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

a) Nervios simpaticos que inervan al ovario:
1.- El nervio del plexo ovarico (NPO), viaja a lo largo de la arteria ovarica y sus

fibras son principalmente perivasculares (Greinaer y col., 2005), inerva el ovario y
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oviducto (Burden, 1972), por este nervio viaja noradrenalina (NA) y sustancia P
(Fernandois y col., 2014). Algunas fibras del NPO son de naturaleza sensorial y
aportan al ovario sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que codifica a
la calcitonina (CGRP).

2.-El nervio ovarico superior (NOS), que estd asociado con el ligamento
suspensorio (Greinaer y col., 2005), ingresa al ovario por el hilio e inerva ademas de
la gonada al oviducto y utero, dentro del ovario las fibras nerviosas que corren por el
NOS inervan la glandula intersticial, foliculos primordiales y en desarrollo y aunque
no tienen contacto con células de la granulosa ni del cuerpo lateo, ambas expresan
receptores B-adrenérgicos (Burden, 1972; Araya, 2004). Este nervio aporta al ovario
NA, péptido intestinal vasoactivo (VIP) y Neuropéptido Y (NPY) (Fernandois y col.,
2014).

Las fibras simpaticas que llegan al ovario son principalmente noradrenérgicas y
participan en la regulacién de la esteroidogénesis y el desarrollo folicular (Greinaer y
col., 2005). La NA estimula la sintesis de receptores a FSH en los foliculos primarios
y se ha visto que actia de manera sinérgica a LH (Dyer y Erickson, 1985;
Mayerhoffer y col., 1997).

b) La inervacion sensorial o parasimpatica llega al ovario por el Nervio vago (Nv), por

este nervio viaja VIP, acetilcolinay CGRP (Fernandois y col., 2014).
i Nervio Vago

. Mervio
M| Ovarico
Superior

Plexo
Owvarico

Figura 6. Representacion esquemética del curso de los nervios que inervan al ovario. Modificado de Lawrence y
Burden, 1980.
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FUNCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR

La inervacion simpéatica aportada por el NOS es esencialmente noradrenérgica
y existen evidencias que sugieren que estos nervios facilitan el efecto de las
gonadotropinas en el desarrollo folicular, en los procesos que culminan con la
ovulacion, y en la secrecion de hormona ovaricas (Aguado y Ojeda, 1984; Forneris y
Aguado, 2002).

Una herramienta utilizada para analizar el papel del NOS en las funciones del
ovario es mediante la seccion quirdrgica de dicho nervio. La seccién bilateral del
NOS realizada a los cuatro dias de edad, resulta en el retraso de la edad de la
apertura vaginal. Cuando llegan a la etapa adulta, se observa la interrupcion del ciclo
estral, pese a que el niumero de cuerpos liteos no se modifica. Dadas estas
evidencias, los autores sugieren que la eliminacion de la inervacion simpética que
llega al ovario mediante el NOS, es critica en la regulacion del desarrollo prepuberal

y en la actividad ciclica del ovario de las ratas adultas (Forneris y Aguado, 2002).

En ratas prepuber (24 dias de vida), la seccion bilateral del NOS no altera la
edad de la apertura vaginal ni la primera ovulacion, pero disminuye el contenido de
NA que se acompafia del aumento en el nimero de receptores adrenérgicos.
Resultados que permiten sugerir el desarrollo de una hipersensibilidad del ovario,
como resultado de la denervacion (Aguado y Ojeda, 1984).

En la rata prepuber, la seccion unilateral del NOS realizada a los 16, 20, 24,
28 0 32 dias de vida, resulta en la disminucion del nimero de ovocitos liberados por
el ovario denervado; mientras que el ovario que mantiene intacta su inervacion
presenta un incremento en la cuota ovulatoria (Morales y col., 1993). Cuando los
animales con seccién unilateral del NOS son sometidos al estimulo gonadotrépico
con PMSG (gonadotropina del suero de yegua prefiada), hCG (gonadotropina
coridénica humana) o la combinacién de ambas hormonas, el ovario denervado no es

capaz de ovular y si lo hace el inervado (Morales y col., 1998).
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Se ha propuesto que la inervacion simpatica, aportada por el NOS, modula la
respuesta de los foliculos a las gonadotropinas, y que la informacién que llega al
ovario por este nervio modula la ovulacion de forma estimulante y asimétrica (Chavez
y col., 1994). Ademas, ejerce un efecto estimulante en la regulacion y diferenciacion

del crecimiento folicular (Moran y col., 2000).

Existen evidencias de que la alteracion en alguna de las vias de regulacion del
ovario (nerviosa o neuroendocrina) puede generar patologias reproductivas, como es

el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ).

SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

El SOPQ es la endocrinopatia mas comun que afecta entre el 5-7% de las
mujeres en edad reproductiva (Machain-Vazquez y Hernandez-Marin, 2014).
Presenta una amplia gama de alteraciones endocrino-metabdlicas, pero actualmente
la etiologia especifica e incluso la fisiopatologia es desconocida (Gamboa y Pérez,
2015).

Se han establecido diversos criterios para diagnosticar este sindrome (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Criterios de diagnostico para el SOPQ.

CRITERIOS NIH 1990 CRITERIOS ROTTERDAM  CRITERIOS SOCIEDAD DE
2003 AE-PCOS 2006

. - , 2 Signos de
Anovulacion crénica Oligo/ anovulacion hiperandrogenismo clinico o
bioquimico
Signos de Signos de Disfuncion ovarica (definido
hiperandrogenismo clinico o = hiperandrogenismo clinico o por oligo/anovulacion o
bioquimico bioquimico morfologia poliquistica o
ambos).

Morfologia ovarica quistica
en ausencia de un foliculo
dominante >20 mm

Ambos criterios necesarios 2 o 3 criterios necesarios Ambos criterios necesarios

Nota: los tres requieren la exclusion de otras endocrinopatias.

Abreviaturas: SOPQ: sindrome de ovario poliquistico; NIH: Instituto nacional de salud por sus siglas en
ingles. AE-PCOS: exceso de andrégenos y sindrome de ovario poliquistico, por sus siglas en inglés.
Modificada de Berger y Bates, 2014.

El SOPQ se caracteriza principalmente por: disfuncibn menstrual (oligo o
amenorrea), signos cutaneos de hiperandrogenismo (acné, hirsutismo o alopecia),
obesidad, concentraciones variables de gonadotropinas, ovarios poliquisticos y se ha
asociado con defectos en la accién de la insulina (resistencia a la insulina) y en su

secrecion (disfuncién pancreatica de las células ).

Aunque el diagnoéstico clinico y bioquimico del SOPQ es heterogéneo, el
hiperandrogenismo es la anomalia bioquimica mas constante y, por lo tanto, se

considera el sello distintivo del sindrome (Singh, 2005; Bremer, 2010).

Se ha propuesto que una de las causas del origen del SOPQ durante la
pubertad es la irregularidad en la liberacion de GnRH, que tiene como resultado una
alteracion en la sintesis de FSH y LH (Ventura-Arizmendi y Hernandez-Valencia,
2019).
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Fisiopatologia:

1. Anovulacion

Se define como la falla repetitiva en la ovulacién, a diferencia del patron ciclico de
las hormonas que se producen durante el ciclo ovarico normal, en el medio endocrino
de las mujeres con anovulacion las concentraciones de esteroides sexuales y
gonadotropinas varian relativamente poco. La poblacion de foliculos antrales esta
aumentada, pero su desarrollo esta detenido (Gamboa y Pérez, 2015). La histologia
ovarica, de mujeres con el sindrome, se caracteriza por aumento de foliculos
preantrales y antrales pequefios y un mayor reclutamiento folicular. Lo anterior se
acompafa de una detencion del proceso de seleccion folicular, lo que explica la
ausencia de ovulacién. Por lo tanto, en el SOPQ habria mayor reclutamiento folicular
pero una menor seleccién, y el aumento del pool de foliculos en crecimiento favorece

la produccién de andrégenos (Siry col., 2013).

2. Hiperandrogenismo
Los foliculos son esteroidogénicamente activos y son capaces de producir
estrogenos y andrégenos. En el SOPQ se reporta que ocurren alteraciones en la
secrecion de LH; donde la frecuencia, amplitud y concentracion de LH estan
elevadas. En las células de la teca aumentan los receptores a la LH, mientras que,
en las células de la granulosa disminuyen los receptores para FSH.

Los andrégenos son producidos predominantemente en las células de la teca
interna, las cuales rodean al foliculo; el complejo CYP17- a es una enzima clave en
la produccién de andrégenos ovaricos. Normalmente estos andrégenos se trasladan
a las células de la granulosa; las cuales por medio de la aromatasa convierten estos
andrégenos en estrogenos. En las mujeres con SOPQ, la expresion del complejo
enzimatico CYP17-a de la hidroxilasa, del P40scc y del propio receptor a andrégenos
estdn aumentados, lo que favorece la sintesis de androgenos (Gamboa y Pérez,
2015).

3. Hiperinsulinemia
El grado de hiperinsulinemia se correlaciona con el grado de

hiperandrogenismo; el exceso de insulina causa aumento de los andrégenos, esto es
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porque la insulina posee un efecto estimulante en el complejo CYP17-a. EIl
incremento de insulina, reduce la proteina transportadora de andrégenos, lo que
favorece la mayor concentracion de andrégenos libres activos (Gamboa y Pérez,
2015).

VALERATO DE ESTRADIOL Y SU EFECTO SOBRE EL OVARIO

En ratas, un modelo experimental utilizado para inducir el SOPQ, es mediante
la inyeccion de una dosis de valerato de estradiol (VE). El VE es un estrégeno de
accion prolongada (Shiy Vine, 2012). Brawer y colaboradores (1978) mostraron que
en ratas hembra, la inyeccion de 2 mg de VE induce las caracteristicas del SOPQ
después de 8 semanas de su administracion, dichas caracteristicas son: pérdida del
ciclo estral, en donde la citologia vaginal mostraba cornificacion vaginal persistente

(estro constante), que se acompafia de anovulacion y de ovarios poliquisticos.

La inyeccion de VE provoca cambios en la homeostasis de las catecolaminas
ovaricas. Estos cambios, incluyen aumento en el contenido de NA ovérica y en su
liberacién desde las terminales nerviosas ovaricas y disminucion en los receptores [3-
adrenérgicos presentes en las células de la teca y de la granulosa. El incremento de
NA esta precedido por un aumento de tiroxina hidroxilasa (TH) (enzima limitante en la
biosintesis de las catecolaminas) (Dissen y col., 2000; Araya y col., 2004).

En ratas inyectadas con VE, el incremento en la liberacion de NA ovérica es
observado a los 30 y 60 dias después de la inyeccién; donde a los 60 dias es mas
pronunciada, lo que coincide con el desarrollo completo de los quistes ovaricos (Lara
y col., 1993).

La inyeccion de VE, ademas, aumenta la sintesis intraovarica del factor de
crecimiento nervioso (NGF) y de su receptor de baja afinidad en el ovario (p75
NGFR), lo cual estimula la expresiéon de la TH en el GCMS. EI bloqueo intraovarico
de las acciones de NGF, restaura la poblacion de foliculos antrales, reduce el
nuamero de foliculos prequisticos y quisticos y restaura la ciclicidad estral; asi como,

la capacidad ovulatoria en la mayoria de los animales.
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Estos resultados sugieren que la hiperactivacion de la inervacién simpatica del
ovario, causada por VE, esta relacionada con una sobreproduccion de NGF y su

receptor de baja afinidad en el ovario, lo que contribuye a la formacion de ovarios

quisticos e interrupcion de la ovulacion (Figura 7) (Lara y col., 2000).

VE’%\ —————— "
4
?NA
GCMS
,_ NGF
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Figura 7 Mecanismo de accién del VE (valerato de estradiol). La administracion de VE aumenta el NGF (Factor de
crecimiento nervioso) y su receptor de baja afinidad el p-75, posteriormente aumenta la sintesis de la TH (Tirosina
hidroxilasa) en el GCMS (ganglio celiaco mesentérico superior) esto trae como consecuencia aumento de la NA
(noradrenalina) que llega al ovario y estimula la formacién de quistes ovaricos (Realizado a partir de Lara y col.,
2000).

ESTEROIDOGENESIS EN EL SOPQ

Una hipétesis acerca de la etiologia de este sindrome se basa en la teoria de
la doble célula, doble hormona. Las evidencias apuntan a que el inicio del SOPQ se
debe al aumento de andrégenos, resultado de la desregulacion de la frecuencia de
los pulsos de GnRH. En pacientes con SOPQ, la concentracion de LH se encuentra
elevada 40 a 60 % comparada con la que presentan mujeres sin el sindrome, debido

al aumento en la amplitud y frecuencia de los pulsos de LH (Ventura-Arizmendi y
Hernandez-Valencia, 2019).
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También se presenta una tendencia a producir un exceso de estradiol en
todas las fases de maduracion folicular (Figura 8). Si hay un exceso en la produccion
de andrégenos, en consecuencia, se muestra un desorden en el proceso de
foliculogénesis, el cual se expresa con disminucién de la maduracion folicular e

incremento en la atresia folicular (Ventura-Arizmendi y Hernandez-Valencia, 2019).

v
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Figura 8. Esquema de la alteracion del proceso de esteroidogénesis a diferentes niveles del eje hipotadlamo-
hipofisis-ovario en el SOPQ (Modificada deBremer, 2010).

PARTICIPACION DEL NOS EN EL ANIMAL CON SOPQ

Se ha propuesto que la mayor actividad de las fibras simpaticas que llegan al
ovario conduce al desarrollo del SOPQ), idea que se ve apoyada por el hecho de que,
en la rata inyectada VE, la seccion bilateral del NOS resulta en la disminucién de la
concentracion de NA ovérica (Rosa-e-Silva y col., 2003), en el restablecimiento del
ciclo estral, de la ovulacion y de la secrecion de las hormonas ovaricas (Barria y col.,
1993).

Resultados de nuestro laboratorio muestran que cuando se realiza la seccion

unilateral del NOS el ovario denervado, el cual presenta ahora un menor tono
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simpatico, no es capaz de restablecer la respuesta ovulatoria; lo que nos permitio
postular que el SOPQ es mas que la activacion del sistema simpatico (Morales-

Ledesmay col., 2010).

Cuando los ovarios de ratas con SOPQ, inducido con VE, son cultivados en
presencia de isoproterenol (agonista adrenérgico), hCG, o la combinacion del
isoproterenol con hCG resulta en el incremento de la concentracion de progesterona
y de andrdégenos. Esta respuesta se ve abatida si los ovarios son previamente
privados de la informacion que transcurre por el NOS. Estos resultados permiten
sugerir que la informacidén que transcurre por el NOS patrticipa en la regulacion del

proceso esteroidogénico (Barria y col., 1993).

GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA

La gonadotropina coridnica equina (eCG), anteriormente conocida como
gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG), es una hormona glucoproteica que
contiene dos subunidades glicosiladas diferentes, denominadas a y B (Combarnous y
col., 2019). Esta hormona fue descrita hace mas de 80 afios, como un factor que se
encuentra en la sangre circulante de la yegua prefiada durante el primer tercio de la
gestacion. Tiene la particularidad de provocar un efecto similar al de la FSH, en
especies diferentes a los equinos, a lo que se debe su alta potencia y mas
importante, a su larga vida media en la sangre. Existen numerosas aplicaciones para
la eCG en especies domésticas que incluyen la induccion de la pubertad,
superovulacién, sincronizacion del estro o mayor duracién de éste, mejora de la
fertilidad y podria participar en el desarrollo luteo (Hosseini y col., 2018; Combarnous
y col., 2019).

En la vaca tiene una vida media aproximada de 2 dias y persiste por mas de
10 dias en la circulacion sanguinea. La administracion de eCG incrementa las
concentraciones plasmaticas de progesterona luego de la ovulacion, mejorando asi,

el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la prefiez (B y col., 2009).
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GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA

La hCG es una glucoproteina de 237 aminoé&cidos, formada por dos
subunidades, una a y otra B codificadas por genes independientes, producida por la
placenta humana. La actividad biolégica depende de la integridad y correcto
acoplamiento de las dos subunidades. La subunidad (3 es rica en residuos de prolina
en el dominio carboxilo terminal, lo cual le otorga la especificidad biologica para la

interaccion con su receptor (Barrera y col., 2008).

La hCG lleva a cabo sus efectos al unirse con el receptor de LH/hCG, que
pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Debido a la similitud
estructural entre la hCG y la LH, ambas se unen al mismo receptor, aunque las
acciones de la hCG son mas potentes, ya que tiene mayor afinidad por el receptor y
mayor vida media en la circulacién sanguinea. Las funciones mejor documentadas
de la hCG estan relacionadas con eventos reproductivos, particularmente con el
embarazo (Barrera y col., 2008). En las mujeres, la hCG induce superovulacion y en
clinica se usa para aumentar las tasas de embarazo al aumentar la cantidad de

ovocitos (Pirin¢ci y col., 2018).

Se ha demostrado que la hCG es necesaria para evitar la lutedlisis, asi como
para mantener la sintesis y la secrecion de P4 por las células del cuerpo liteo.
Promueve la diferenciacion de las células placentarias y la angiogénesis, e induce la
produccion de metaloproteinasas de matriz especificas que favorecen la invasion de
los trofoblastos en el endometrio (Barrera y col., 2008). La administracion de
gonadotropinas exdgenas estimula el desarrollo folicular y la ovulacion en especies

con inervacion ovarica escasa, como la rata (Curry y col.,1984).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOPQ es la endocrinopatia mas comun que afecta a las mujeres en edad
reproductiva, al momento, la etiologia del sindrome es desconocida. Con el empleo
de modelos animales se postula que el sindrome puede ser resultado de la
hiperactividad de las fibras simpaticas, lo que culmina en la anovulacion y la

formacion de quistes ovaricos.

Por el NOS viaja el principal aporte de la NA que llega al ovario en la rata
ciclica, la seccion de este nervio resulta en la disminucion en el numero de ovocitos
liberados por el ovario denervado, mientras que, el ovario intacto presenta un

incremento en la cuota ovulatoria.

Cuando estos animales ciclicos y con seccion del NOS son sometidos a una
estimulacién gonadotrépica, se observa la misma respuesta asimétrica que se
presenta con la seccién, por ello, se ha planteado que la informacién que viaja por el
NOS regula de manera estimulante la respuesta de los foliculos a las
gonadotropinas. Por otro lado, en el animal con SOPQ, donde no hay ovulacion, la
seccion unilateral del NOS resulta en una respuesta ovulatoria minima por parte del
ovario denervado, y un mayor niumero de ovocitos liberados por parte del ovario

inervado, pese a su tono simpatico alto.

Para observar si en el animal con SOPQ el NOS regula la respuesta de los
foliculos a las gonadotropinas, como en el animal ciclico, en el presente estudio se
analizo en la rata ciclica o con SOPQ inducido por la inyeccion de VE, el papel del
NOS ante un estimulo gonadotrépico, sobre la respuesta ovulatoria y la capacidad

esteroidogénica.

Brenda Paloma Juarez Jimenez

25



HIPOTESIS

En la rata ciclica, la informacién que transcurre por el NOS modula de manera
estimulante y asimétrica la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas, y dado
que, en la rata con SOPQ, la anovulacion se asocia al incremento de la actividad de
las fibras simpéticas, entonces, la seccion unilateral del NOS disminuird el tono
noradrenérgico y estimulard la respuesta del foliculo ante la estimulacion

gonadotrépica por el ovario inervado.

OBJETIVO GENERAL

Analizar en la rata con SOPQ, la respuesta del ovario denervado al estimulo
gonadotrépico.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar si una vez establecido el SOPQ, el ovario inervado es capaz de
ovular sin estimulacién gonadotropica.

e Analizar en el animal con SOPQ, sometido a la seccion unilateral del NOS, la
respuesta del ovario al estimulo gonadotrépico sobre:

o El peso relativo de los ovarios, el Utero y las adrenales.

o Larespuesta ovulatoria.

o La histologia ovarica.

o La concentracion sérica de la progesterona, la testosterona y el

estradiol.
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MATERIAL Y METODOS

e Animales

Se utilizaron ratas hembra, de diez dias de edad, de la cepa ClI-ZV. Los
animales fueron mantenidos con iluminacién controlada de 14 h de luz y 10 h de
obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), temperatura de 22 + 2 °C, con

libre acceso a la madre hasta el destete y posteriormente al agua y alimento.

El dia de nacimiento se consider6é como el dia O de vida, al dia siguiente, los
animales fueron sexados, y se colocaron un maximo de 5 hembras y 1 macho por
caja. Al dia 24 de vida los animales se destetaron y se marcaron. Durante todo el
estudio se siguieron las normas establecidas para el manejo de animales (NOM-062-
Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales
de laboratorio) y se contd con la aprobacién del comité interno para el uso y cuidado
de animales de la FES-Zaragoza. Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el

numero de animales usados en este estudio
Grupos experimentales

Los animales fueron inyectados a los 10 dias de edad con una dosis de 0.1
mLde aceite de sésamo (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA), que fungié como
el vehiculo (Vh). Para inducir el SOPQ, otros animales fueron inyectados, via
intramuscular, con una dosis de 2 mg de VE (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.
USA) disuelto en 0.1 mL de aceite de sésamo.

e Animales con SOPQ intactos: Un grupo de animales inyectado con VE fue
sacrificado alrededor de los 70 dias de vida, al presentar el estro vaginal y se

analiz6 la respuesta ovulatoria.
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Otros grupos de animales inyectados con Vh o VE al cumplir los 60 dias de vida

fueron asignados en alguno de los grupos que a continuacion se describen (Figura

9). En cada caso los animales fueron anestesiados con éter.

e a) Seccion del NOS: animales con Vh o VE se anestesiaron, se les realizo

una incision dorsolateral de aproximadamente dos cm de longitud en piel,
musculo y peritoneo para tener acceso al ligamento suspensorio que contiene
el NOS. Se extrajo el ovario izquierdo o derecho y se seccion6 el NOS a uncm
de la gbnada, el ovario se regreso a la cavidad, se suturoé la herida y se coloco
yodo sobre ella. Estos animales se sacrificaron aproximadamente a los 70

dias de vida, al presentar el estro vaginal.

Operacion simulada: animales tratados con Vh o VE se anestesiaron,
posteriormente se realizé un corte lateral izquierdo o derecho que incluyo piel,
musculo y peritoneo y sin tocar ningan 6rgano se suturé la herida y se coloco
yodo sobre ella. Estos animales se sacrificaron a los 70 dias de vida al estro

vaginal.

Para analizar si en el animal con SOPQ, inducido por la inyeccion de VE, la

informacion neural que transcurre por el NOS modula la respuesta del foliculo a las

gonadotropinas, a otro grupo de animales, diez dias después de la cirugia, a los 70

dias de edad, se les realiz6 una prueba de ovulacién inducida que consistio en:

Estimulacion con eCG: Animales con el Vh o VE recibieron un estimulo
mediante la inyeccion de 10 Ul de eCG. Los animales fueron sacrificados al
estro vaginal inmediato a la estimulacién.

Estimulacion con eCG+hCG: En otros grupos inyectados con Vh o VE se
realizd la estimulacion con 10 Ul de eCG y 56 horas después se inyectaron
8Ul de hCG. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal inmediato a la
estimulacion.

Testigo absoluto: Ratas sin ningln tratamiento se sacrificaron a los 70 dias

de vida en estro.
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Después de que los animales fueron asignados en alguno de los grupos
experimentales e inyectados con el Vh o VE, fueron constantemente monitoreados
hasta que presentaron la apertura vaginal, momento a partir del cual se comenzé a
tomar los frotis vaginales, diariamente durante dos ciclos consecutivos. El frotis de
todos los animales se reanud6 dos semanas antes de que los animales fueran

sometidos a cirugia y se continuo hasta el dia del sacrificio.

Cll-zv
Edad l I | %
10 dias Vh / VE f VE Testigo absoluto

| | |

- | , | | .
60 dias Operacién simulada A Seccién del NOS  Seccién del NOS
| |

I
I
i Izquierda o Derecha
I
|

Izquierda o Derecha

70dias <4 10UIeCG  overrereennns » Estro vaginal

Est
+ 1oulecs A8NS L SUIRCE e il :
vaginal Estro vaginal

Figura 9. Disefio experimental del estudio, se muestran los diferentes grupos experimentales empleados en el
presente estudio.

Autopsia

Los animales de todos los grupos experimentales se sacrificaron por
decapitacion en el dia del estro vaginal, entre las 10:00 - 12:00 hrs. Se recolect6 la
sangre del tronco en tubos de ensaye, se centrifugd a 3500 r.p.m durante 15
minutos, se obtuvo el suero y se almaceno a -20° C hasta la cuantificacion de las
hormonas. A la autopsia se extrajeron los ovarios, Utero y adrenales, y se pesaron en
una balanza analitica. Los resultados fueron expresados como mg/100 g de peso

corporal.
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Los oviductos se diseccionaron y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico SMZ800N (Nikon Instruments Inc., USA), se contaron los ovocitos
presentes, los ovarios se fijaron con solucion Bouin por 24 horas y posteriormente se
mantuvieron con alcohol al 70%, hasta el momento de realizar los cortes histoldgicos.

Histologia ovarica

Se realiz6 una deshidratacion de los ovarios, se incluyeron en paraplast
(Surgipath Paraplast, Leica Biosystem, USA). Se realizaron cortes histologicos
seriados de 10 pm en el microtomo rotatorio manual 202A (ECOSHEL, USA), los
cuales fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina. Posteriormente, los
cortes se observaron al microscopio Optico (Nikon) y se busco la presencia de

foliculos en desarrollo, cuerpos luteos o quistes.

Un quiste fue aquel foliculo que presenté una cavidad antral grande, sin ovocito, con

pocas capas de células de la granulosa y la teca presenta un mayo tamafo.

Cuantificacion de las hormonas esteroides

La cuantificacion de la concentracion de la progesterona, la testosterona y el
estradiol se realiz6 mediante la técnica de Quimioluminiscencia. Se tomaron
alicuotas con un volumen aproximado de 500 uL por muestra de suero y se
colocaron dentro de un microtubo y se ingresaron al equipo IMMULITE 1000, con
una sensibilidad de 0.2 ng/Ml para P4, 15ng/dL para T y 9.7 pg/mL para E2 (Siemens
Healthcare Diagnostics, USA).

El equipo tom6 25 pL de la muestra y la depositdo en la fase solida que
contenia el anticuerpo policlonal para la progesterona, la testosterona o el estradiol.
Momentos después se afiadio la hormona conjugada con fosfatasa alcalina y se dejo
incubar durante una hora a 37 °C para la cuantificacion de la testosterona y el
estradiol y 30 min para cuantificacion de la progesterona. Después de la incubacion,

el conjugado enzimatico no unido fue eliminado por centrifugacion. Se agrego el
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sustrato quimioluminiscente y se incub6 durante 10 minutos.

El sustrato se hidroliz6 a un anién inestable, la descomposicion del anién
produce una emisién sostenida de luminiscencia. Finalmente se transformo la
intensidad de sefial en una concentracion. La intensidad de la sefial es inversamente

proporcional a la concentracion de la hormona dentro de la muestra.

La concentracion sérica de progesterona se expresé en ng/mL, mientras que,

testosterona y estradiol en pg/mL.

Analisis estadistico

Los pesos relativos de la masa ovarica, adrenal, del utero y las
concentraciones de hormonas esteroides se analizaron con una prueba de ANDEVA,
seguido por una prueba de Tukey-Kramer. Cuando se requirié la comparacion entre

dos grupos se utilizé la prueba de “t” de Student.

La proporcion de animales ovulantes (nUmero de animales ovulantes / nimero
de animales tratados), se analiz6 mediante la prueba exacta de Fisher. El nimero de
ovocitos liberados se analizé por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
U de Mann-Whitney. Se consider6 como estadisticamente significativos cuando el

valor de p fue < 0.05.
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RESULTADOS

Animal ciclico con seccién del NOS izquierdo estimulado con eCG 0 eCG+ hCG

Respuesta ovulatoria

El 88% de los animales testigo absoluto ovularon al estro vaginal. En el grupo
con Vh OSI (eCG) se observé un menor porcentaje de animales ovulantes respecto
al testigo absoluto, sin ser estadisticamente significativo. En el grupo con Vh SNOI
(eCG), fue menor el porcentaje de animales ovulantes por parte del ovario
denervado, comparado con el ovario inervado. En el grupo con OSI (eCG+hCG), el
porcentaje de ovulacion fue similar al testigo absoluto y al compararlo con el grupo
con OSI (eCG), se observé una tendencia al incremento.

Con la seccion del nervio ovarico izquierdo y estimulado con ambas

gonadotropinas, el 85% de los animales ovulé por ambos ovarios (Grafica 1).
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EOvario lzquierdo  [OOvario Derecho

Grafica 1. Porcentaje de animales ovulantes de hembras testigo absoluto, inyectadas con vehiculo (Vh) y
sometidas a la operacion simulada izquierda (OSI) o seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimuladas
con 10 Ul de Gonadotropina Corionica Equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica
Humana (hCG). *p<0.0001 vs. Su ovario izquierdo. Prueba exacta de Fisher.
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NUmero de Ovocitos

El ndmero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo de los animales con OSI

(eCG) fue similar al testigo absoluto.

En el grupo OSI (eCG+hCG), el numero de ovocitos liberados por parte del
ovario derecho de fue mayor respecto al ovario izquierdo del mismo grupo. Este
aumento también se observd, cuando se compar6 con el ovario derecho del grupo
con OSI (eCG) (Gréfica 2).
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Grafica 2. Media + e.e.m. del niumero de ovocitos liberados de animales testigo absoluto, inyectados a los 10 dias de
edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada izquierda (OSI) o seccion del nervio
ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8UlI
de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). @ p= 0.0404 vs. Ovario derecho de Vh OSI (eCG); * p=0.0297 vs. Su
Ovario izquierdo. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann-Whitney.
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Peso relativo de 6rganos

En las hembras con SNOI (eCG+hCG), aument6 la masa ovarica respecto al
grupo con SNOI estimulado con eCG. El peso uterino de los animales con SNOI
(eCG+hCG), fue mayor que el registrado en los animales con operacién simulada y
estimulados con ambas gonadotropinas; y con el grupo denervado y estimulado solo
con eCG (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media + e.e.m. de la masa ovarica, adrenal y utero (mg/100 g pc) de animales testigo absoluto,
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacién simulada
izquierda (OSI) o a la seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina
Corionica Equina (eCG) o 10 Ul de eCG més 8UI de Gonadotropina Corionica Humana (hCG).

PESOS RELATIVOS DE LOS ORGANOS

Grupo Masa ovarica Peso uterino Masa adrenal
Testigo Absoluto 29.36 + 1.94 151.1 +9.77 26.72 +1.05
Vh OSI (eCG) 28.24+2.1 142.47 + 9.59 26.2 +1.86
Vh SNOI (eCG) 33.28 +1.47 163.45 + 10.55 22.37 +1.88
Vh OSI (eCG+hCG) 32.44 + 3.5 160.08 + 7.37 26.23+1.84
(e\(TG?-EI(C:)é;) 39.02 + 1.68@ 2421+ 1410 A 30.37 +1.26

® p<0.0251 vs. Vh SNOI (eCG); 4 p<0.001 vs. Vh OSI (eCG+hCG). Prueba de ANDEVA
seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Concentracion de hormonas esteroides

La concentracion sérica de P4 en el grupo con OSI (eCG) fue mayor, sin ser
estadisticamente diferente. No se modificé la concentracion de la hormona en las
hembras con seccibn del NOS izquierdo, estimulado con una o ambas

gonadotropinas (Grafica 3).

En los grupos con operacion simulada izquierda o seccion del NOS izquierdo y
estimuladas con una o ambas gonadotropinas, no se modificé la concentracién sérica
de testosterona (Grafica 4). Por otro lado, la concentracion sérica de estradiol en los
grupos estimulados con una gonadotropina no mostré diferencias significativas,
mientras que, en el grupo con seccion del NOS la estimulacibn con ambas
gonadotropinas resulté en el aumento de la concentracion de estradiol, respecto a su

grupo con operaciéon simulada (Gréfica 5).
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Gréfica 3. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona (ng/ mL), de animales testigo absoluto,
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacién simulada
izquierda (OSI) o seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina
coriénica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Prueba
ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Testosterona
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Gréfica 4. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona (pg/ mL) de animales testigo absoluto,
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacién simulada
izquierda (OSI) o seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina
coridnica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Prueba
ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Gréfica 5. Media = e.e.m. de la concentracion sérica estradiol (pg/ mL) de animales testigo absoluto, inyectados
a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad la operacion simulada izquierda
(OSI) o seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina corionica
equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coridnica Humana (hCG). * p <0.05 vs.Vh OSI
(eCG+hCG). Prueba ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.

Brenda Paloma Juarez Jimenez

36



Morfologia ovarica

El ovario izquierdo o derecho, del grupo con Vh OSI (eCG), mostrd la
presencia de foliculos en desarrollo, asi como la presencia de cuerpos luteos (Figura
10A y B). Cuando se realizé la seccion del NOS izquierdo + eCG se observo la

misma respuesta que con la operacion simulada (Figura 10C y D).

IZQUIERDO DERECHO

Vh SNOI (eCG)

Figura 10. Micrografia a un aumento de 10x de ovario de rata inyectadas a los 10 dias de edad con Vehiculo (Vh)
y sometidos a los 70 dias de edad la operacion simulada izquierda (OSl) o seccién del nervio ovarico izquierdo
(SNOI) y estimulados con 10 Ul Gonadotropina coriénica equina (eCG). Vh OSI (eCG) (A 'y B) y Vh SNOI (eCG)
(C y D) tefiidos con hematoxilina-eosina, donde F: foliculos en desarrollo; CL: cuerpos lUteos.
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Animal ciclico con seccion del NOS derecho estimulado con eCG 0 eCG+ hCG
Respuesta ovulatoria

En el grupo con OSD (eCG) el porcentaje de animales ovulantes es similar al
testigo absoluto. En los animales con SNOD (eCG) el porcentaje de animales
ovulantes por ambos ovarios fue igual, y tendié a disminuir respecto a la operacion

simulada, pero no llego a ser estadisticamente diferente (Grafica 6).

Cuando se realizé la seccion del NOS derecho y se estimulé con ambas
gonadotropinas, el porcentaje de animales ovulantes fue similar a su respectivo

grupo control (Gréfica 6).
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Gréfica 6. Porcentaje de animales ovulantes de hembras testigo absoluto, inyectadas a los 10 dias de edad
con vehiculo (Vh) y sometidas a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion del
nervio ovarico derecho (SNOD) estimuladas con 10 Ul de Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) o 10Ul de
eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Prueba exacta de Fisher.
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NUmero de Ovocitos

En los animales con OSD y estimulados con eCG, el numero de ovocitos
liberados tendi6 a aumentar respecto al testigo absoluto, sin embargo, no es
estadisticamente diferente. Una respuesta similar, se observé en el grupo con SNOD

estimulado con eCG (Gréfica 7).

El grupo de animales con SNOD y estimulados con ambas gonadotropinas
mostrd un numero de ovocitos similar al grupo de operacién simulada (Gréfica 7).

Ovocitos liberados
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(eCG+hCG)

EOvario lzquierdo @ Ovario Derecho

Gréafica 7. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados de animales testigo absoluto, inyectados a los 10
dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o
seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o
10Ul de eCG mas 8UIl de Gonadotropina Coriénica Humana (eCG). Prueba Kruskal-Wallis seguida de la prueba
“U” de Mann-Whitney.
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Peso relativo de 6rganos

Los animales tratados con Vh y seccion del nervio ovérico derecho, que fueron
estimulados con una o ambas gonadotropinas, no mostraron diferencias significativas
en su masa ovarica, adrenal ni en el peso uterino (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media = e.e.m. de la masa ovarica, adrenal y Utero (mg/100 g pc) de animales inyectados a los 10 dias
de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion

del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) o 10 Ul de
eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG).

PESOS RELATIVOS DE LOS ORGANOS

Grupo Masa ovérica Peso uterino Masa adrenal
Testigo Absoluto 29.36+1.94 151.1 +9.77 26.72+1.05
Vh OSD (eCG) 31.23+0.77 148.92 + 7.32 27.34 + 2.99
Vh SNOD (eCG) 31.55+1.73 163.49 + 6.45 29.79 + 1.97
Vh OSD

(€CG+hCG) 34.61 + 1.54 164.38 + 6.91 27.49 + 1.56

Vh SNOD
(eCG+hCG) 31.37+26 157.92 +12.13 31.51 +2.06

Prueba de ANDEVA.
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Concentracion de las hormonas esteroides

En el grupo con seccién del NOS derecho, estimulado con una o ambas
gonadotropinas, la concentracion sérica de P4 fue similar a la de los animales con OS
o testigo absoluto (Gréafica 8).

La concentracion sérica de testosterona tendid a aumentar en el grupo con
SNOD (eCG), respecto a su grupo control, sin llegar a ser estadisticamente diferente.
En las hembras con operacion simulada o seccion del NOS derecho, y estimuladas
con ambas gonadotropinas, la concentracion sérica de testosterona no se modifico
(Gréfica 9). Por otro lado, la concentracion sérica de estradiol aumenté en el grupo
con SNOD (eCG+ hCG), respecto al grupo con SNOD estimulado con eCG vy al

grupo con OSD estimulado con ambas gonadotropinas (Grafica 10).
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Gréafica 8. Media + e.e.m de la concentracion sérica de progesterona (ng/ mL) de animales testigo
absoluto, inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la
operacion simulada derecha (OSD) o seccion del nervio ovéarico derecho (SNOD) y estimulados con 10
Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica
Humana (hCG). Prueba ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer.
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Testosterona
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Gréfica 9. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona (pg/ mL) de animales testigo
absoluto, inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la
operacion simulada derecha (OSD) o seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul
de Gonadotropina coridnica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8UIl de Gonadotropina Coriénica Humana
(hCG). Prueba ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Gréfica 10. Media * e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol (pg/ mL) de animales testigo absoluto,
inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada
derecha (OSD) o seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina
coriénica equina (eCG) o 10Ul de eCG mas 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). * p<0.01 vs. Vh
SNOD (eCG) y p<0.05 Vh OSD (eCG+hCG). Prueba ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Morfologia ovarica

En el grupo con Vh OSD (eCG), en ambos ovarios, se observo la presencia de
foliculos en desarrollo (Figura 10 Ay B), asi como cuerpos luteos por parte del ovario
derecho (Figura 10 B). Cuando se realizé la SNOD, la histologia fue similar a la del

grupo control (Figura 10 C y D).
IZQUIERDO DERECHO

Vh SNOD (eCG)

Figura 10. Fotomicrografia a un aumento de 10x de ovario de rata inyectadas a los 10 dias de edad con Vehiculo
(Vh) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion del nervio ovérico
derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul Gonadotropina coridnica equina (eCG). Vh OSD (eCG) (Ay B) y Vh
SNOD (eCG) (C y D) tefiidos con hematoxilina-eosina, donde F: foliculos en desarrollo; CL: cuerpos luteos.
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Animal con VE y seccion del NOS izquierdo estimulado con eCG o eCG+ hCG

Respuesta ovulatoria

En los animales tratados con VE se bloqueé la ovulacion, y cuando se realizé
la seccion del NOS izquierdo ovulé el 25% de los animales. En el grupo con OSI
(eCG) solo 2 de 9 animales lograron ovular, mientras que, en el grupo con SNOI mas

(eCG) se mantuvo el bloqueo de la ovulacion (Gréfica 11).

En el grupo con OSI (eCG+hCG) el porcentaje de animales ovulantes fue del
45% para ambos ovarios, mientras que, cuando se realizé la seccion del nervio
izquierdo sélo un animal ovul6 por el ovario denervado y tres por el ovario inervado
(Gréfica 11).
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Gréfica 11. Porcentaje de animales ovulantes de hembras inyectadas a los 10 dias de edad con valerato de
estradiol (VE) y sometidas a los 70 dias de edad a la operacion simulada izquierda (OSI) o seccién del nervio
ovarico izquierdo (SNOI) y estimuladas con 10 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) o 10Ul de eCG
mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Entre paréntesis se muestra el nimero de animales
ovulantes. Prueba exacta de Fisher.
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NUmero de Ovocitos

El ovario izquierdo de los animales con VE y SNOI liberé un mayor nimero de
ovocitos respecto al grupo con VE, sin ser estadisticamente diferente. Los animales
con SNOI no mostraron respuesta ante el estimulo con eCG (Gréfica 12).

Los animales con OSI (eCG+hCG) ovularon por ambos ovarios, y es el ovario
izquierdo el que libera un mayor niumero de ovocitos. En este grupo aumentoé
significativamente el nUmero de ovocitos liberados, respecto al grupo con OSI (eCG).
Cuando se realizé la SNOI y se estimulé con ambas gonadotropinas, solo un animal
liber6 dosovocitos por parte del ovario denervado; esta respuesta fue mucho menor

qgue la observada en el grupo de OSI (eCG+hCG) (Grafica 12).
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Grafica 12. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados de animales inyectados a los 10 dias de edad con
Valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacién simulada izquierda (OSI) o seccién
del nervio ovérico izquierdo (SNOI) estimulados con 10 Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o 10Ul de
eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (eCG). @ p<0.001 vs. VE OSI (eCG); # p<0.05 vs. Ovario
izquierdo de VE OSI (eCG+hCG). Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn.
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Peso relativo de 6rganos

El grupo con VE y seccién del nervio ovarico izquierdo y estimulado con una o
ambas gonadotropinas, no se observo diferencias significativas en la masa ovarica,

adrenal y peso del utero (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media = e.e.m. de la masa ovarica, adrenal y Utero (mg/100 g pc) de animales inyectados a los 10 dias
de edad con valerato de estradiol (VE) sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada izquierda (OSl) o
seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) o

10 Ul de eCG mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG).

Grupo

VE

VE SNOI

VE OSI (eCG)

VE SNOI (eCG)

VE OSI (eCG+hCG)

VE SNOI
(eCG+hCQG)

Masa ovarica

19.81+294

27.98 + 2.66

25.5 + 2.22

21.93 +2.27

29.08 + 3.67

29.69 + 3.3

PESOS RELATIVOS DE LOS ORGANOS

Peso uterino

129.08 + 10.72

136.09 + 9.69

134.44 + 8.16

139.5+5.41

124.84 + 7.09

127.89 + 12.12

Masa adrenal

26.23+1.34

27.03 +1.02

27.65 + 3.23

27.6 + 1.04

25.69 + 1.25

27.17 + 1.12
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Concentraciéon de las hormonas esteroides

En los animales con SNOI (eCG) la concentracién sérica de progesterona
aumento, respecto a los grupos con SNOI o con OSI (eCG). Cuando se realiz6 la
SNOI y se estimulé con ambas gonadotropinas, la concentracion sérica de

progesterona fue menor respecto al grupo con SNOI (eCG) (Gréafica 13).

Los animales inyectados con VE tienen una concentracion mas alta de T, que
un animal sin VE. La concentracion sérica de testosterona en el animal con SNOI se
encontré por debajo de la sensibilidad del método. Cuando se realiz6 la seccion del
NOS izquierdo mas eCG, la concentracién de testosterona tendié a incrementar
respecto al grupo con OSI (eCG), sin embargo, no llegd a ser estadisticamente
diferente. Cuando se realiz6 la estimulaciobn con ambas gonadotropinas, no se

modificé la concentracion de la hormona (Gréfica 14).

La concentracion sérica de estradiol fue mayor en el grupo con SNOI (eCG),
respecto al grupo con SNOI o con OSI (eCG). En el grupo con SNOI estimulado con
ambas gonadotropinas, la concentracién sérica de estradiol disminuyd, respecto al
grupo con SNOI (eCG) (Gréfica 15).
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Grafica 13. Media + e.e.em. de la concentracion sérica de progesterona (ng/ mL), de animales inyectados a los 10
dias de edad con valerato (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operaciéon simulada izquierda (OSI) o
seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o
10Ul de eCG més 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). 4 p<0.05 vs. VE OSI (eCG); 6 p<0.05 vs. VE
SNOI (eCG), Prueba de ANDEVA sequida por prueba de Tukey-Kramer
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Testosterona
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Gréfica 14. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona (pg/ mL) de animales inyectados a los 10
dias de edad con valerato (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada izquierda (OSl) o
seccion del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o
10Ul de eCG mas 8UIl de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). * p <0.0027 vs.VE. Prueba de ANDEVA
seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Gréfica 15. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol (pg/ mL) de animales inyectados a los 10
dias de edad con valerato (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada izquierda (OSI) o
seccién del nervio ovarico izquierdo (SNOI) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o
10Ul de eCG més 8UI de Gonadotropina Coridénica Humana (hCG). @ p<0.001 vs. VE SNOI y VE OSI (eCG); ¢
p<0.001 vs. VE SNOI (eCG). Prueba de ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Morfologia ovarica
En los grupos con VE SNOI estimulados con una (Figura 11 A y B) o ambas

gonadotropinas (Figura 11 C y D), se observé la presencia de foliculos en desarrollo y

quistes por ambos ovarios.

IZQUIERDO DERECHO

~ VE SNOI (eCG+hCG)

Figura 11. Fotomicrografia a un aumento de 10x de ovario de rata inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato
de estradiol (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la seccién del nervio ovarico izquierdo y estimulados con
10 Ul de Gonadotropina corionica equina (eCG) o 10 Ul de eCG + 8UIl de Gonadotropina Coridnica humana
(hCG). VE SNOI (eCG) (A y B) y VE SNOI (eCG+ hCG) (C y D) teflidos con hematoxilina-eosina, donde F:
foliculos en desarrollo; CL: cuerpos lGteos.
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Animal con VE y seccion del NOS derecho estimulado con eCG o0 eCG+hCG
Respuesta ovulatoria

En el grupo con VE SNOD, solo tres de 14 animales ovularon por parte del
ovario inervado, y el ovario denervado no mostro respuesta. De los animales con
operacion simulada y estimulados con eCG, solo un animal ovulé. Mientras que, en
el grupo con VE SNOD (eCG) el 33% de los animales ovul6 (Gréfica 16).

En las hembras con seccién del nervio ovarico derecho y estimuladas con las
dos gonadotropinas, el 50% ovulé por el ovario intacto, mientras que la gonada

denervada no respondi6 (Gréfica 16).
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Grafica 16. Porcentaje de animales ovulantes de hembras inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato de
estradiol (VE) y sometidas a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion del nervio
ovarico derecho (SNOD) y estimuladas con 10 Ul de Gonadotropina Corionica Equina (eCG) o 10Ul de eCG
mas 8Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). Entre paréntesis se muestra el nimero de animales
ovulantes. Prueba exacta de Fisher.
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NUmero de Ovocitos

En el ovario inervado de los animales con seccion del NOS derecho,
incrementd el numero de ovocitos liberados, comparado con el grupo con VE, y el
namero de ovocitos liberados fue similar a los liberados por animales intactos (7.33 *
1.85 vs. 6.66 + 0.55 respectivamente), mientras que, el ovario denervado no ovulo.
En el grupo con OSD y estimulado con eCG, el animal que logré ovular lo hizo con

un ovocito por parte del ovario izquierdo y 4 por el ovario derecho.

El ovario inervado del grupo con SNOD (eCG) incrementé el niumero de
ovocitos liberados, comparado con el grupo de OSD (eCG), mientras que, por el

ovario denervado solo responde un animal con 4 ovocitos.

El ovario izquierdo, de las hembras con OSD estimuladas con ambas
gonadotropinas, aument6 el numero de ovocitos liberados respecto a las hembras
con OSD estimuladas con eCG, mientras que, el ovario derecho de las hembras con

Ovocitos liberados

Numero

VE VE SNOD VEOSD(eCG)  VE SNOD(eCG) VE 0SD VE SNOD
(eCG+hCG) (eCG+hCG)

EOvario lzquierdo  EOvario Derecho
OSD y estimuladas con ambas gonadotropinas, los dos animales que ovularon
liberaron 3 y 9 ovocitos, respectivamente. En las hembras con SNOD estimuladas
con eCG+hCG solo responde el ovario inervado (Grafica 17).

Gréfica 17. Media + eem del nimero de ovocitos liberados de animales inyectados a los 10 dias de edad con
Valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion
del nervio ovarico derecho (SNOD) estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o 10Ul de
eCG mas 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (eCG). * p<0.005 vs. VE; ¢ p<0.05 vs. VE OSD (eCG). Entre
paréntesis se muestra el nimero de ovocitos liberados por animal. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn.
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Peso relativo de drganos

Los animales con SNOD y estimulados con eCG+hCG mostraron un aumento
en su masa ovarica, comparado con su grupo con OSD o con SNOD estimulado con
eCG. El peso uterino de los animales con VE SNOD (eCG) aumenté respecto a los
siguientes grupos: VE SNOD, VE OSD (eCG) y VE SNOD (eCG+hCG). La masa
adrenal no se vio modificada (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media * e.e.m. de la masa ovarica, adrenal y Utero (mg/100 g pc) de animales inyectados a los 10 dias
de edad con Valerato de estradiol (VE) sometidos a los 70 dias de edad a la operacién simulada derecha (OSD) o

seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina Corionica Equina (eCG) o
10 Ul de eCG més 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG).

PESOS RELATIVOS DE LOS ORGANOS

Grupo Masa ovérica Peso uterino Masa adrenal
VE 19.81 + 2.94 129.08 + 10.72 26.23+1.34
VE SNOD 26.78 + 2.1 140.75 + 11.5 24.82+1.0
VE OSD (eCG) 2442 +2.44 115.76 + 10.33 22132 1.05
VE SNOD (eCQG) 27.25+1.91 150.85 + 5.814e 32.0 + 1.47
VE OSD
(eCG+hCGQG) 28.03 + 2.04 115.12 + 6.94 22.46 + 1.84
VE SNOD 51.27 + 3.26 A % 23.22+1.49
(€eCG+hCG) 128.1+8.06%

4 p< 0.001 vs.VE OSD (eCG+hCG); * p< 0.001 vs. VE SNOD (eCG); # p< 0.001 vs.VE OSD (eCG); ep <
0.01 VE SNOD. Prueba de ANDEVA seguida de Tukey-Kramer.
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Concentraciéon de las hormonas esteroides

En los animales inyectados con VE y con operacion simulada o seccion del
NOS derecho estimulados con eCG, la concentracion sérica de progesterona no se
modificé. En el grupo con OSD (eCG+hCG), la concentracion fue mayor que el grupo
con OSD (eCG). En los animales con SNOD estimulados con ambas gonadotropinas
la concentracién sérica de progesterona fue menor, respecto al grupo con OSD
(eCG+hCG) (Grafica 18).

La concentracién sérica de testosterona disminuyé cuando se realizé la
secciéon del NOS derecho, respecto al grupo con VE. Se observé un incremento en el
grupo con SNOD estimulado con eCG, respecto al grupo con SNOD. Cuando se
realizo la OSD (eCG+hCG), la concentracion de testosterona disminuyd respecto al
grupo con OSD (eCG) (Gréfica 19).

En el grupo con SNOD estimulado con eCG, la concentracion sérica de
estradiol, aumento respecto a los grupos con SNOD o con OSD estimulado con eCG.
Cuando se realiz6 la SNOD y se estimuld6 con ambas gonadotropinas la
concentracion sérica de estradiol disminuyd drasticamente respecto al grupo con
SNOD (eCG) (Gréfica 20).
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Grafica 18. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona (ng/ mL) de animales inyectados a los 10
dias de edad con Valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha
(OSD) o seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina
(eCG) o0 10Ul de eCG mas 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). ¢ p<0.01 vs.VE OSD (eCG);

* p<0.01 vs. VE OSD (eCG+hCG). Prueba de ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Gréfica 19. Media + e.e.m.. de la concentracion sérica de testosterona (pg/ mL) de animales inyectados a los 10
dias de edad con valerato (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o
seccion del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o
10Ul de eCG mas 8UI de Gonadotropina Coridénica Humana (hCG). + p<0.140 vs. VE; @ p<0.05 vs.VE SNOD;
# p<0.001 vs. VE OSD (eCG). Prueba de ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Gréfica 20. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol (pg/ mL) de animales inyectados a los 10 dias
de edad con valerato (VE) y sometidos a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion
del nervio ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o 10Ul de
eCG mas 8UI de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG). ® p<0.001 vs. VE OSD (eCG) y VE SNOD; * p<0.001
vs.VE SNOD (eCG). Prueba de ANDEVA seguida por prueba de Tukey-Kramer.
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Morfologia ovarica

En el grupo con VE OSD (eCG) se observaron varios quistes foliculares, en
ambos ovarios (Figura 12 A y B). En el grupo con VE SNOD (eCG), el ovario
inervado (lzquierdo) y el denervado (derecho), mostraron la presencia de varios
foliculos en desarrollo, asi como la presencia de cuerpos luteos (Figura 12C, D).

En el grupo con VE SNOD (eCG+hCG), el ovario inervado (izquierdo) y el
ovario denervado (derecho) presentaron varios foliculos en desarrollo (Figura 12 E y
F).

IZQUIERDO DERECHO

C

VE SNOD (eCG)
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VE SNOD (eCG+hCG)

Figura 12. Fotomicrografia a un aumento de 10x de ovarios de rata inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato
de estradiol (VE) y sometidas a los 70 dias de edad a la operacion simulada derecha (OSD) o seccion del nervio
ovarico derecho (SNOD) y estimulados con 10 Ul de Gonadotropina coriénica equina (eCG) o 10 Ul de eCG+ 8UlI
de Gonadotropina coriénica humana (hCG). VE OSD (eCG) (A y B), VE SNOD (eCG) (C y D) y VE SNOD
(eCG+hCQG) (E y F) tefiidos con hematoxilina-eosina, donde F: foliculos en desarrollo; CL: cuerpos liteos.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que en el animal ciclico o con el
SOPQ), la inervacion simpatica, aportada por el NOS, modula la respuesta del foliculo
a las gonadotropinas

ANIMAL CIiCLICO

En el animal ciclico con seccion unilateral del NOS, la respuesta ovulatoria por

ambos ovarios fue semejante ante el estimulo gonadotrépico.

La seccion unilateral del NOS, en ratas prepuberes (Moran y col., 2000;
Morales-Ledesma y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2015) o adultas (Chavez y
Dominguez, 1994), resulta en la disminucion en el nimero de ovocitos liberados por
parte del ovario denervado, y un aumento por parte del ovario inervado; resultados
gue permiten sugerir que la inervacién aportada por el NOS, modula la ovulacién de
forma estimulante y asimétrica. Ferruz y colaboradores (1991) postulan que, en el
animal con seccion del NOS, el incremento del tono simpético en el ovario inervado

puede dar como resultado el aumento en la cantidad de ovocitos liberados.

Evidencias experimentales muestran que la funcién de la inervacion simpéatica
es modulada por la inervaciébn sensorial. Cuando se realiza la destruccion
permanente de las fibras sensoriales, por la administracion de capsaicina, y los
animales son sometidos a la seccion unilateral del NOS, no se presenta asimetria en
la respuesta ovulatoria. Resultados que llevaron a sugerir a los autores que la
inervacion simpdtica regula la ovulacion y que las fibras sensoriales modulan la
accion de la inervacién simpatica en el ovario (Morales-Ledesma y col., 2015).
Efectos semejantes se observan en el presente estudio, cuando los animales
tratados con Vh son sometidos a la seccion del NOS. Por lo que, sugerimos que en
los animales denervados, la gbnada intacta incrementa su capacidad ovulatoria en

respuesta a la integridad de la inervacién sensorial.
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Moran y colaboradores (2000), muestran que en la rata de 16 dias de edad
sometida a la seccion del NOS derecho, y sacrificada 16 dias después de la cirugia,
disminuye el nimero total de foliculos por el ovario derecho y aumenta la cantidad de
foliculos por parte del ovario izquierdo. Por otro lado, cuando se realiza la seccion del
NOS izquierdo y los animales son sacrificados 12 dias después de la cirugia,
aumenta significativamente el nimero de foliculos en ambos ovarios. Por ello, los
autores sugieren que la inervacién simpética del ovario, que llega a través del NOS,
tiene un papel modulador en la regulacién de la diferenciacion y crecimiento folicular.
Esto sugiere que los efectos de la seccion unilateral del NOS dependen del nervio
seccionado, por lo que, cada ovario esta regulado de manera diferente por la

informacion que llega por NOS (Morales-Ledesma y col., 2015).

Se ha reportado que la respuesta ovulatoria es asimétrica en los animales
sometidos a la seccion unilateral del NOS, efecto que no se observo en el presente
estudio; cuando los animales con seccion del NOS izquierdo o derecho son
estimulados con una o ambas gonadotropinas. Lo que permite sugerir que las
gonadotropinas podrian regular de manera independiente la respuesta ovulatoria. El
hecho de que nosotros no encontremos una respuesta asimétrica, pudiera deberse al

tiempo que transcurre entre la cirugia y la autopsia.

El hecho de que con la seccién unilateral del NOS disminuya la capacidad
ovulatoria por el ovario denervado, llevé a sugerir que la informacién neural que
transcurre por dicho nervio estimula la respuesta del foliculo a las gonadotropinas
(Morales y col., 1993).

Esta idea se vio reforzada por el hecho de que en la rata peripuber (32 dias), 4
dias después de la seccion unilateral del NOS, el estimulo gonadotrépico con PMSG
o0 PMSG seguida de hCG no fue capaz de restablecer la respuesta ovulatoria por
parte del ovario denervado. Lo que permitié plantear que la informacién neural que
viaja por el NOS regula de manera estimulante la respuesta de foliculo a las

gonadotropinas (Morales y col., 1998).
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Cuando en ratas adultas ciclicas se realiza la denervacion noradrenérgica, por
la inyeccion de guanetidina (GTD) durante un mes, resulta en un menor nimero de
ovocitos liberados, mientras que este tratamiento en la rata recién nacida resulta en
una mayor cantidad de ovocitos liberados. Resultados que permitieron proponer que
en la rata adulta la inervacién noradrenérgica ovarica modula de manera estimulante
el crecimiento folicular y la ovulacion, mientras que, en la rata puber la regulacion

gue ejerce es de tipo inhibitoria (Flores y col., 1990).

Contrario a lo reportado anteriormente, en el presente estudio observamos
que en los animales con seccién del NOS izquierdo o derecho, tanto el ovario
inervado como el denervado respondieron de igual manera al estimulo con eCG o
con eCG mas hCG. La diferencia entre nuestros resultados y los de Morales y
colaboradores (1993), Chavez y Dominguez (1994), Morales y colaboradores (1998),
Moran y colaboradores (2000) y Morales-Ledesma colaboradores (2015) puede ser
atribuida a que la regulacién del ovario por la inervacion simpatica, depende de la
edad del animal en el que se lleva a cabo la denervacién, o del tiempo transcurrido
entre la denervacion y la estimulacion.

En el presente estudio la denervacion se realizé en un animal adulto joven de
60 dias de edad y el tiempo que transcurri6 entre la cirugia y la estimulacion
gonadotropica fue de 10 dias, mientras que, en los trabajos mencionados
anteriormente, la denervacion se realizé en animales prepuber (16 o 32 dias) y la

estimulacion se realizé cuatro dias después.

Zhang y colaboradores (2010) sugirieron que la participacion de la inervacién
simpatica en la regulacion de la ovulacion varia con la edad del animal. Ellos
proponen gque la integridad del NOS es fundamental para que se lleve a cabo la
respuesta ovulatoria ante un estimulo gonadotropico antes de la pubertad, pero no es
necesaria en la edad adulta. Esto basado en el hecho de que, en los animales con
seccion bilateral del NOS a los dos dias de vida, muestran un menor numero de
ovocitos liberados cuando los animales tienen 30 dias de edad, pese a que se
estimularon con ambas gonadotropinas 16 horas antes del sacrificio. Por otra parte,

en los animales sacrificados a los 90 dias de edad, la seccidon no modificé el niUmero
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de cuerpos luteos, lo que indica que no hay cambios en la ovulacion.

Lo anterior es apoyado en el presente estudio, ya que en el animal adulto
sometido a la seccién unilateral del NOS, la respuesta al estimulo gonadotropico fue
igual por ambos ovarios, estos animales fueron sacrificados en la edad adulta (70
dias), donde la inervacion simpética no es necesaria para la regulacién ovulatoria,

segun lo reportado por Zhang y colaboradores (2010).

Espinoza y colaboradores (2018) observaron que la morfologia de los ovarios
de ratas denervadas con GTD a los 7, 14 o 70 dias de edad, durante 21 dias
consecutivos, mostraron varios foliculos primarios y secundarios, asi como
numerosos cuerpos luteos, lo cual indica que, la denervacién con GTD no modifica el
desarrollo folicular ni la ovulacién respecto a los animales testigo absoluto. En el
presente estudio, en los ovarios de animales con seccion unilateral del NOS,
observamos varios foliculos en desarrollo, asi como cuerpos luteos en todos los
grupos (indicativo de ovulacién). Resultados que nos llevan a sugerir que a pesar de
la disminucion en el aporte de NA, resultante de la seccion del NOS, la ovulacién se
produce ya que otros factores pueden participar en el mantenimiento de esta funcion,
respecto a esto, se ha reportado que cuando hay una disminucion del sistema

noradrenérgico se aumenta el sistema sensorial (Morales-Lesdesma y col., 2015).

Existen varias evidencias que sugieren que la informacion neural que
transcurre por el NOS participa en el proceso de esteroidogénesis, y que depende de
la edad del animal. (Aguado y Ojeda 1984; Morales-Ledesma y col., 2012; Ramirez y
col., 2020).

En ratas tratadas con Vh, la seccion unilateral del NOS realizada a los 20 o 28
dias de vida no modifico la secrecion de P4 (Morales-Ledesma y col., 2015). Esta
respuesta es semejante a la observada en el presente estudio, donde ademas los

animales fueron estimulados con una o ambas gonadotropinas.

Zhang y colaboradores (2010), reportaron que la seccion del NOS practicada

en la etapa neonatal aumenta las concentraciones séricas de estradiol, cuando las
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ratas son sacrificadas a los 30 dias de edad y este efecto persiste hasta los 90 dias
de edad. Estos resultados sugieren que el NOS funciona como un regulador en la

secrecion de Eoz.

Esta respuesta es semejante a la obtenida en el presente estudio con el
animal adulto ciclico con seccién del NOS izquierdo o derecho y sometido a un
estimulo gonadotrépico (hCG+ hCG). Esto podria estar dado por una respuesta
mayor por parte de las células de la granulosa, ya que se encontraron varios foliculos

en desarrollo que no fueron ovulados.

ANIMAL CON SOPQ

Nuestros resultados muestran que en el animal adulto con SOPQ, el NOS regula de
manera estimulante y asimétrica la respuesta ovulatoria ante el estimulo
gonadotrépico, y que el NOS izquierdo estd mayormente implicado en esta

respuesta.

En ratas con SOPQ, inducido por la inyeccién Unica de VE, se ha observado
adelanto de la apertura vaginal, aciclicidad estral y bloqueo de la ovulacion; lo que ha
sido explicado por el incremento en la actividad de las fibras simpaticas (Brawer y
col., 1986; Barria y col., 1993; Rosa-e-Silva y col., 2003). Esta activacion se
evidencia por el aumento en el contenido de NA ovarica y disminucion del numero de

receptores (3-adrenérgicos ovaricos (Barria y col., 1993).

El grupo de Rosa-E-Silva (2003) mostré que los animales con SOPQ, inducido
por el VE, presentan estros vaginales continuos por mas de 15 dias y no ovulan. En
este modelo, la seccion bilateral del NOS restablece la ciclicidad estral y la ovulacion.
Efectos semejantes se observaron en el presente estudio después de la seccion

unilateral del NOS (datos no mostrado).
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Previamente nuestro grupo ha sugerido que en el animal con SOPQ, la alta
concentracion de NA en los ovarios, no es el Unico factor que explica el origen de la
patologia y que existen otros mecanismos neurales que regulan las funciones
ovaricas en este modelo, ya que en el animal con SOPQ sometido a la seccion
unilateral del NOS, el ovario que ovula es aquel que mantiene su inervacion intacta y

por ende un tono simpatico alto (Morales-Ledesmay col., 2010).

La eliminacién del principal aporte simpatico del ovario, por la seccién bilateral
del NOS, disminuye la concentracion de NA y no modifica la respuesta ovulatoria
(Aguado y Ojeda, 1984), mientras que, en el animal tratado con VE, la caida en NA

se traduce en el restablecimiento de la ovulacion (Rosa-e-Silva y col., 2003).

Al parecer el restablecimiento de la respuesta ovulatoria depende del periodo
transcurrido entre la denervacion y la autopsia, como ha sido mostrado por el grupo
de Del Campo (2019), donde animales tratados con VE a los 24 dias de edad y
sometidos a la seccién del NOS izquierdo a los 54 dias de edad, presentan cuerpos
luteos viejos 30 dias después de la denervacion, mientras que, se observan cuerpos
liteos nuevos después de 60 dias pos-denervacion, lo que sugiere que 60 dias
después de la denervacion hay un restablecimiento de la ovulacion. Recientemente
nuestro grupo ha mostrado que en animales con VE vy denervados
farmacolégicamente con GTD, a partir de los 7, 14 o 70 dias de edad, se restablece
la ovulacién cuando los animales son sacrificados a los 90 dias de edad (Espinoza y
col., 2018).

En el presente estudio, en el animal tratado con VE mas la seccion del NOS
izquierdo ambos ovarios ovulan y lo hace en mayor medida el ovario denervado,
mientras que, cuando se realiza la seccion del nervio derecho Unicamente responde
el ovario inervado. Esta respuesta podria sugerir que el NOS izquierdo esta
mayormente involucrado en la respuesta ovulatoria, lo que podria deberse a que
cada ovario esta inervado de manera distinta, donde el ovario derecho es inervado

por un mayor numero de fibras (Dominguez y col., 2003).
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Chéavez-Genaro y Anesetti (2018), mostraron que el 50% de las ratas tratadas
neonatalmente (1-5 dias) con dihidrotestosterona (DHT) ovulan después del
tratamiento con PMSG vy llegan a ovular hasta el 80% de los animales cuando son
estimuladas con ambas gonadotropinas.

Algo similar ocurre en el presente estudio, donde en los animales con VE y
seccion del NOS derecho, la estimulacion con eCG restablecio la ovulacion en el
22% de los animales, y cuando se estimulé con ambas gonadotropinas se alcanzo
hasta un 50% de animales ovulantes. Ademas, cuando se realiz6 la seccion del NOS
izquierdo y estimulamos con eCG no hubo respuesta ovulatoria; pero al realizar la
estimulacién con ambas gonadotropinas el porcentaje de ovulacion fue del 33%, lo
que nos permite sugerir que los foliculos necesitaban de un estimulo exégeno de LH

para que pudieran culminar con la ovulacion.

En ratas tratadas con T en la etapa neonatal, al llegar a la edad adulta, los
ovarios presentan foliculos quisticos que se caracterizan por ser grandes, con capas
de células de la granulosa irregular, células descamadas en el antro y un ovocito con
alteraciones. Cuando estos animales son estimulados con una dosis de 8UI de
PMSG y hCG la histologia ovarica no muestra cuerpos luteos, pero con una dosis

mayor de hCG (15Ul) los animales logran ovular.

Resultados que permitieron sugerir a los autores, que los andrégenos ademas
de sus efectos directos sobre los centros hipotalamicos de liberacion de GnRH,
también interfieren con la respuesta normal del foliculo preovulatorio a las
gonadotropinas, en particular de la LH, y que la ausencia de expulsion del ovocito
podria asociarse a una parcial o total desensibilizacion a la LH (Chavez-Genaro y
Anesetti, 2018).

En el presente estudio se observo un efecto semejante, en los animales con
VE y seccién del NOS izquierdo y estimulados con eCG donde ningun animal logré
ovular, mientras que, al estimular con ambas gonadotropinas, se observdé una

respuesta ovulatoria minima por ambos ovarios. Lo que podria deberse a que los
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foliculos que se encuentran en desarrollo necesitan de un mayor estimulo de LH para

culminar con la ovulacion.

En los animales inyectados con VE y sometidos a la seccién del NOS derecho
y estimulacién con una o ambas gonadotropinas, Unicamente respondié el ovario
inervado, resultados que nos permiten sugerir que el NOS izquierdo esta

mayormente implicado en la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas.

Chévez-Genaro y Anesetti (2018), mostraron que, en ratas inyectadas al
nacimiento con T, la estimulacion con ambas gonadotropinas en el dia postnatal 26
resultdé en el incremento de la masa ovarica. Los autores refieren que dicho
incremento en la génada podria ser explicado por el mayor nimero de foliculos
observados. En el presente estudio, también aumentd la masa ovérica en los
animales sometidos a la seccion del NOS derecho estimulados con ambas
gonadotropinas, respecto al grupo con operacion simulada derecha mas eCG+hCG y
SNOD mas eCG. Podemos atribuir este aumento a un efecto compensatorio
derivado de la seccion del NOS, como se ha visto en estudios anteriores.
Posiblemente este aumento también sea resultado de un mayor desarrollo folicular
en respuesta al estimulo gonadotropico, sin embargo, necesitamos de mas estudios

para comprobar este evento.

También se observd que en los animales inyectados con Vh y seccion del
NOS izquierdo y estimulados con ambas gonadotropinas el peso del ttero fue mayor,
comparado con un animal estimulado con una sola gonadotropina o con operacion
simulada. En los animales con VE y seccion del NOS derecho estimulado con ambas
gonadotropinas, se observo una disminucion en el peso uterino respecto al grupo
estimulado s6lo con una gonadotropina. Esta disminucion esta dada por el descenso
de la concentracion de estradiol observado en estos animales. Los estrogenos
inducen el crecimiento del epitelio y estroma endometriales, e inducen la formacién
de receptores a progesterona (Pérez y Romano, 1996). Los receptores a estrogenos
del tipo-a inducen la formacién de receptores a andrégenos en el estroma y los
receptores a androégenos amplifican la sefial de los receptores a estrogenos-a, esto

por induccion del factor de crecimiento insulinico (IGF-1) lo que culmina en un
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crecimiento del epitelio (Weihua y col., 2002). Por lo cual, la baja concentracion de

estradiol en estos animales ayuda a explicar el bajo peso uterino.

Estudios realizados previamente en nuestro grupo, muestran que los ovarios
de ratas tratadas con VE son pequeios y no se observa un gran desarrollo folicular
ni presencia de cuerpos luteos, algunos de los foliculos muestran picnosis en las
células de la granulosa, ademas, los ovarios de estas ratas muestran numerosos
quistes, donde se observa una cavidad antral muy grande, una capa de la granulosa

atenuada y una engrosada capa de células de la teca (Espinoza y col., 2018).

En el presente estudio, en los animales tratados con VE observamos una
morfologia ovarica semejante a la reportada anteriormente, donde predominaban los
quistes con caracteristicas semejantes a las descritas y sin la presencia de cuerpos

[Uteos debido a la ausencia de ovulacion.

Del campo y colaboradores (2019), reportaron que los ovarios de animales
con SOPQ inducido por la inyeccion de VE y sometidos a la seccion del NOS
izquierdo, sacrificados 30 dias después de la denervacion, mostraron un porcentaje
alto de cuerpos lateos pequefios (600-800 um), asi como la presencia de quistes,
mientras que, cuando fueron sacrificados 60 dias después de la seccién, mostraron
un mayor porcentaje de cuerpos liteos de mayor tamafio (1000-1200 um); lo que
indic6 que los cuerpos luteos eran frescos. En el presente estudio en el animal
tratado con VE y seccion del unilateral del NOS, pudimos observar cuerpos lateos y

varios foliculos en desarrollo por parte del ovario inervado (datos no mostrados).

Por otro lado, en ratas inyectadas con T o DHT y estimuladas con ambas
gonadotropinas, los ovarios muestran presencia de foliculos en todas las etapas de
crecimiento. En el presente estudio en los grupos con seccion unilateral del NOS
mas el estimulo gonadotrépico, ya sea con eCG o eCG+hCG, observamos la
presencia de foliculos en diferentes etapas de desarrollo, que fue mayor cuando los
animales fueron estimulados con ambas gonadotropinas, también se observaron

cuerpos liteos y en algunos casos la presencia de quistes.
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En el modelo in vivo de la rata inyectada con VE, la seccion bilateral del NOS
reduce los niveles séricos de T y E2 (Morales-Ledesma y col., 2010). En el presente
estudio la seccion unilateral del NOS también redujo la concentracion de T respecto
al grupo con VE. Otros estudios han mostrado que en ovarios extraidos de ratas
inyectadas con VE, la estimulacion in vitro de los ovarios con hCG incrementa la
concentracion de andrégenos. Si antes de la extraccion de los ovarios, los animales
son sometidos a la seccion bilateral del NOS la concentracion de andrégenos
disminuye (Barria y col., 1993).

En el presente trabajo también se observé una mayor capacidad
esteroidogénica ante el estimulo gonadotrépico, ya que en el grupo con VE SNOD

(eCG) aumentd la concentracion de T respecto a VE SNOD.

En la rata neonata la seccion bilateral del NOS aumenta los niveles séricos de
E2, pero no tiene efectos en los niveles de Ps4. Estos resultados sugieren que la
informacion simpatica que viaja por NOS tiene efecto inhibitorio sobre la secrecion de
E2, pero no tiene efecto sobre la secrecién de P4 (Zhang y col., 2010). En el presente
estudio, la concentracién de P4 aumenté en el grupo con VE SNOI (eCG) respecto a
la operacién simulada y Unicamente a la seccién, lo que muestra que la eCG

exdgena tiene un papel estimulante sobre la sintesis de Pa.

En nuestros animales la concentracion de E2 aumenté cuando se realizo la
seccién unilateral del NOS y se estimul6 con eCG. Este aumento podria deberse,
igual que en el animal ciclico, a la gran cantidad de foliculos que se encuentran en
desarrollo, ya que la funcién de eCG es la misma que la de FSH, donde FSH
estimula el crecimiento folicular y la sintesis de estrogenos en las células de la

granulosa.

La concentracion de E2 disminuyo en los grupos con VE mas seccion del NOS
y estimulados con ambas gonadotropinas, respecto al grupo estimulado con una
gonadotropina. Esta disminucion podria estar dada por la administracion de ambas

gonadotropinas (eCG+hCG) ya que un aumento de FSH y LH provoca una
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disminuciéon de E2 de acuerdo con lo descrito que ocurre en el eje hipotalamo

hipdfisis ovario (Schaffer y col. 2017).

CONCLUSIONES

o En el animal adulto ciclico, el NOS regula de manera simétrica la respuesta de
los foliculos a las gonadotropinas.

e En el animal adulto ciclico, la informacion simpatica que llega al ovario por el
NOS no es fundamental para la respuesta ovulatoria ante el estimulo

gonadotropico.

e En el animal adulto ciclico, la informacién que viaja por el NOS no es
fundamental para que se lleve a cabo la biosintesis de P4y T, pero si, modula

de manera inhibitoria la biosintesis de estradiol.

e En el animal adulto con SOPQ, se requiere de la integridad del NOS para que

el ovario ovule en respuesta al estimulo gonadotrépico.

e En el animal adulto con SOPQ, la informacién que transcurre por el NOS
modula de manera inhibitoria la biosintesis de estradiol, en respuesta al
estimulo gonadotropico.
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