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RESUMEN

El ovario de los mamiferos recibe informacién simpatica via NOS, por donde
llegan al ovario Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP) y Noradrenalina (NA), dos
neurotransmisores involucrados en la esteroidogénesis ovarica.

La administracion de valerato de estradiol (VE), resulta en la elevacion de la
concentracion de NA ovarica y disminucion del numero de receptores -
adrenérgicos en las células de la teca intersticial, que se acompania por la falta de
ovulacion y pérdida del ciclo estral. En estudios previos de nuestro laboratorio,
mostramos que la seccién unilateral del nervio ovarico superior (NOS) practicada a
ratas juveniles con sindrome del ovario poliquistico (SOPQ), restablecido la
ovulacion por parte del ovario inervado, aun cuando la concentracién de NA fue
normal.

Para probar que el SOPQ no es unicamente el resultado de una mayor
actividad de las fibras catecolaminérgicas, sino que también el VIP esta
involucrado en el desarrollo de esta patologia, en el presente trabajo se disefié un
modelo en el cual se evalud el inicio de la pubertad y la primera ovulacion, asi
como la capacidad esteroidogénica y ovulatoria del ovario y la concentracion de
gonadotropinas en ratas que recibieron una dosis de VE y que fueron denervadas
con guanetidina (GTD) antes o después de la administracién del VE.

Los resultados mostraron que el tratamiento con VE resulta en la elevacion
de la concentracion de estradiol (Ez) y progesterona (P4), que se acompana del
adelanto del inicio de la pubertad y del primer estro en comparacion con su grupo
testigo. El incremento en la concentracion de esteroides se amplificé cuando los
animales fueron denervados antes o después de la induccion del SOPQ.

Los animales que fueron tratados con VE presentaron bloqueo en la
ovulacion, mientras que aquellos que fueron posteriormente denervados y que

ovularon liberaron un niumero normal de ovocitos.



La concentracidn de gonadotropinas en los animales tratados con VE-GTD
disminuyé en comparacion con la del grupo con VE (FSH= 5.10+ 0.42 vs 7.95%
0.67 ng/ml; LH=0.73+ 0.18 vs 1.15% 0.29 ng/ml).

En los animales denervados con GTD se registré elevacion en la
concentracion de estradiol (Ez) (GTD= 35.21+ 2.44 pg/ml vs SS= 20.97+ 0.77
pg/ml) y aumento en la cuota ovulatoria (6.0 £ 0.4 vs 4.1+ 0.48). Cuando los
animales ademas de la denervacion fueron tratados con VE, la concentracion de
estradiol y progesterona (P4) aumentd considerablemente (Ez)= 243.00 + 63.15
pg/ml vs 35.21+ 2.44 pg/ml, progesterona (P4)= 9.59%+ 1.91 ng/ml vs 4.27+ 0.37
ng/ml, el numero de ovocitos liberados y la concentracién de la hormona foliculo
estimulante (FSH) disminuy6 en comparacion con el grupo tratado con GTD (6.03+
0.43 ng/ml vs 8.14% 0.92 ng/ml).

Dado que en los animales con SOPQ la denervaciéon catecolaminérgica por
la administracion de GTD resultd en un incremento de la concentracién de
estradiol y progesterona mayor a la que se observd con GTD o VE, se apoya la
idea de que la inervacion VIPérgica estimula la esteroidogénesis.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que VIP modula de manera

estimulatoria en el desarrollo del SOPQ.



INTRODUCCION

El SOPQ es uno de los desérdenes endocrinos mas comunes que afectan a las
mujeres en edad reproductiva y es la causa mas frecuente de hiperandrogenismo
y oligomenorrea (irregularidades en el ciclo menstrual). Este trastorno tiene un
fuerte impacto en la sociedad debido a que se encuentra estrechamente ligado a
enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo Il, hiperinsulinemia, intolerancia
a la glucosa o hipertensién arterial que frecuentemente derivan en obesidad (Yen,
2001).

Las mujeres con este padecimiento presentan disfuncion ovulatoria que se
caracterizada por anovulacion cronica en respuesta a la hipersecrecion de la
hormona luteinizante (LH) y de los andrégenos (Tsilchorozidou y col., 2004). Se
piensa que la elevacion en los pulsos y frecuencia de la LH se debe al aumento
en la sensibilidad de la hipdfisis a la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH), o al aumento en la secrecion de ésta a nivel hipotalamico (Hayes y col.,
1998).

El incremento en la concentracion de estrogenos ejerce un efecto
estimulatorio sobre la secrecion de GnRH y LH, que aunado a la disminucién de
progesterona dada por la ausencia de ovulacién, contribuyen a los desordenes

endocrimos que caracterizan al sindrome (Tsilchorozidou y col., 2004).

En la rata la administracion de una dosis de VE, induce un estado
anovulatorio con caracteristicas endocrinologicas y de morfologia ovarica similar a
las de mujeres con SOPQ (Barria y col.,1993). Esta respuesta se atribuye al
incremento en la actividad de los nervios simpaticos, que se traduce en el
aumento de la concentracion de NA ovarica y reduccion de los receptores [3-
adrenérgicos (Lara y col., 1993) o al incremento en la sintesis del factor de
crecimiento neural (NGF) y de su receptor de baja afinidad p75 NGFR en el ovario
(Lara y col., 2000).

Dado que en estudios previos se demostré que la seccion unilateral del

NOS disminuye la concentracién de NA, pero no es suficiente para promover la



ovulacion por parte del ovario denervado (Linares, 2006), en el presente estudio
se analizo la participacion de la inervacion VIPérgica que llega al ovario por el
NOS en el desarrollo del SOPQ.
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MARCO TEORICO

La rata hembra es utilizada como modelo experimental debido a su facil manejo,
su rapido crecimiento y a su alta tasa de reproduccion. El estudio del desarrollo
puberal de la rata ha proporcionado datos aplicables a otras especies. Se ha
demostrado cierta similitud entre la rata y el humano en el patron de secrecion de
GnRH y gonadotropinas, en el desarrollo folicular ovarico y en la participacion de
la hormona de crecimiento (GH) en el inicio de la pubertad (Becu-Villalobos vy
Lacau-Mengido 1990).

Desarrollo Posnatal de la Rata Hembra

El periodo gestacional de la rata es de 22 a 23 dias, la primera ovulacion se
presenta de los 35 a 45 dias de edad lo que depende de la cepa. En las hembras
la unica sefial externa de inicio de la pubertad es la canalizacion vaginal, la cual
permanece completamente cerrada hasta ese momento y ocurre en respuesta a la

estimulacion estrogénica (Ojeda y Urbanski, 1988).

Ojeda y colaboradores (1980) mostraron que durante el desarrollo de la rata
hembra se producen una serie de cambios morfoldgicos vy fisiolégicos en el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario, los que han permitido dividir las etapas del desarrollo

prepuberal en cuatro periodos postnatales:

€ Neonatal — se extiende desde el nacimiento al dia 7 de vida y se caracteriza por
la insensibilidad de los ovarios a las gonadotropinas. Hay una alta concentracion
sérica de la oc-fetoproteina, la cual se une a los estrogenos tornandolos
biolégicamente inactivos. Al final de esta etapa, en el ovario se forman los
receptores a gonadotropinas lo que permite se inicie la actividad esteroidogénica

(Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

€ Infantil — comprende del dia 8 al dia 21 de vida. Esta etapa se caracteriza
porque en el plasma las concentraciones de FSH son altas y por la presencia de
picos de secrecion esporadicos de la LH. Ambas hormonas disminuyen a partir del

dia 15 y la «-fetoproteina desaparece, lo que favorece la retroalimentacion
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negativa del estradiol sobre la secrecion de gonadotropinas (Becu-Villalobos vy
Lacau-Mengido 1990).

€ Juvenil — Esta etapa transcurre del dia 22 al 30 de vida. La secrecion de LH es
en forma pulsatil y por parte del ovario hay una mayor actividad esteroidogénica

(Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990).

@ Peripuberal — Inicia alrededor del dia 30 de vida y termina antes del inicio de la
pubertad. En el ovario el numero de receptores a FSH y LH es maximo, lo que se
traduce en una mayor respuesta esteroidogénica. Por ello aumentan las
concentraciones plasmaticas de estradiol, progesterona y testosterona; esta
ultima, responsable de la canalizacion vaginal. Las altas concentraciones de
estrogenos estimulan la secrecidon de la GnRH por el hipotalamo lo que induce el
incremento en la liberacion de gonadotropinas y la primera ovulacion (Becu-

Villalobos y Lacau-Mengido 1990) (Figura 1).

€ Pubertad — En la rata hembra desde el nacimiento hasta la eclosion puberal
transcurren aproximadamente entre 35 y 40 dias. A partir de este momento el
animal comienza a ser fértil, se incrementa la concentracion de GnRH en la sangre
y la consecuente actividad gonadal (Goldman, 1981). Los esteroides ovaricos
(testosterona, estradiol y progesterona) inhiben a nivel hipofisisrio, la secrecion de
gonadotropinas. La LH, de ser secretada en forma de picos esporadicos, pasa a
ser secretada en forma pulsatil y circadiana. Este perfil de secrecién logra un
incremento en las concentraciones séricas de estradiol y progesterona. Cuando el
ovario es capaz de secretar estradiol en concentraciones de suficiente magnitud y
por un tiempo sostenido, ocurre el primer pico preovulatorio de LH. La apertura
vaginal ocurre generalmente el dia posterior a los picos preovulatorios de
gonadotropinas y los frotis vaginales muestran células correspondientes a un

primer estro (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido 1990) (Figura 1).
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Fase folicular

L. _Estradial

Fase luteinica
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Figura1l. Esquema que muestra la relacion entre la concentracion de hormonas

esteroides y gonadotropinas en el momento de la ovulacién. Modificado de

Usandizaga y De la Fuente, 1997).

Eje Hipotalamo- Hipofisis- Ovario

Las funciones ovaricas son reguladas por sefiales neuroenddcrinas que se

generan en diferentes regiones del sistema nervioso central e integradas por el

hipotalamo, que secreta la GnRH, la cual es transportada mediante el sistema

porta hipotalamo-hipofisiario hasta la hipofisis donde estimula la secrecién de la

LH y FSH; las que actuan en el ovario en donde regulan el crecimiento y

maduracion de los foliculos, ademas de la secreciéon de hormonas esteroides.

(Tresguerres, 2003). (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la regulacion de las funciones ovaricas

controladas por el eje Hipotalamo-Hipdfisis- Ovario.

El Ovario

El ovario esta compuesto por tres zonas: la corteza, que contiene foliculos en
diferentes estados de maduracién que a su vez contienen los ovocitos. Entre los
foliculos se encuentra el tejido conectivo de sostén y las células intersticiales,
ambos forman el estroma. La médula que contiene una rica red vascular y tejido
conectivo y el hilio, donde se encuentran la arteria y vena ovarica, los vasos
linfaticos, las terminales nerviosas y las células intersticiales. El ovario esta
constituido por tres compartimientos o unidades enddcrinas: el tejido intersticial,

los foliculos y el cuerpo luteo (Tresguerres, 2003).
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Desarrollo folicular

El foliculo ovarico constituye la unidad anatomo funcional del ovario, tiene
dos funciones basicas: el desarrollo y maduracion del oocito y la secrecion de
hormonas esteroides. En los mamiferos, durante la diferenciacién gonadal, se
forma una cantidad determinada de células que daran origen a los foliculos
primordiales, cada uno contiene un 6vulo inmaduro con una unica capa de
células de la granulosa rodeadas por la membrana basal. La FSH y LH de la
adenohipdfisis estimulan el crecimiento de los foliculos por el aumento de tamano
del ovocito y la proliferacién de las capas de células de la granulosa que sintetizan
y secretan mucopolisacaridos con lo que originan un halo traslucido que rodea al
ovocito conocido como zona pelucida; en este momento reciben el nombre de

foliculos primarios (Guyton y Hall, 2001; Yen, 2001). (Figura 3).

Los foliculos contindian su crecimiento, las células de la granulosa secretan
un liquido que contiene gran cantidad de estrégenos, dicho liquido se concentra
en una cavidad que se forma entre las células de la granulosa llamado antro; las
células de la granulosa continuan proliferando y desplazan al ovocito a una
posicion excéntrica rodeado por dos o tres capas (cumulo ovéforo). Las células del
estroma precursoras de la teca alcanzan la membrana basal y se disponen en
capas paralelas formando una estructura de células muy alargadas que rodea
completamente al foliculo; asi se forma la teca interna. Estas desarrollan la
capacidad de secretar hormonas esteroides. Del estroma proliferan otras células
que rodean a la teca interna y que junto con sus vasos sanguineos forman la teca
externa. Cuando el foliculo ha adquirido estas caracteristicas recibe el nombre de

foliculo Secundario. (Ganong, 2000; Tresguerres, 2003). (Figura 3).

El foliculo terciario o preovulatorio aumenta su tamafo debido a una
mayor produccion de liquido antral, el cumulo ovoforo disminuye, la capa de
células de la granulosa se estira y adelgaza y la vascularizacién de la teca interna

aumenta. La membrana basal en la superficie del ovario sufre un proceso
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proteolitico y el ovocito es liberado a la cavidad peritoneal, en ese momento ocurre
la ovulacion. (Ganong, 2000; Tresguerres, 2003). (Figura 3).

El ovocito es recogido por las fimbrias de los extremos del oviducto donde
esta en posibilidad de ser fecundado. Aquellos foliculos que no adquirieron
dominancia degeneran por un proceso llamado atresia (Ganong, 2000;
Tresguerres, 2003).

En el momento de la ovulacion el foliculo roto se llena de sangre formando
el cuerpo hemorragico. Las células de la teca y de la granulosa proliferan y
cambian para sustituir el coagulo sanguineo por células luteas amarillas y
abundantes en lipidos para formar el cuerpo liteo que produce estrégenos y
progesterona. Si el 6évulo es fecundado, el cuerpo luteo persiste y sus secreciones
efectuan los cambios necesarios en el utero y el metabolismo de la hembra para
el soporte del feto hasta después del parto. En ausencia de fecundacién disminuye
la produccion de progesterona y estrogenos, se inicia la degeneracion del cuerpo
luteo (Ganong, 2000). EI numero de cuerpos luteos presentes en el ovario
depende del numero de ovulaciones, que a su vez varia segun la especie
(Tresguerres, 2003). En la mujer el cuerpo luteo se reemplaza por tejido cicatrizal
para formar el corpus albicans, mientras que en la rata experimenta regresion
que coincide con la ruptura de los vasos sanguineos y la aparicion de areas en

degeneracion por infiltracion de leucocitos(Freeman, 1994)(Figura 3).

Atresia Folicular

La hembra de los mamiferos nace con un numero finito de foliculos, de los
cuales so6lo una cantidad es seleccionada para crecer y madurar hasta alcanzar el
tamano preovulatorio, mientras que la otra parte degenera y persiste como una
masa intersticial la cual se fragmenta en pequefios grupos de células que se
difunden en la médula. Esta degeneracion y muerte folicular es llamada atresia y
puede ocurrir en cualquier estado del desarrollo folicular, desde que son pequeios

(primordiales) hasta maduros (antrales). Se desconocen todos los factores que
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llevan a los foliculos a ser atrésicos por lo que todavia este fendmeno es motivo

de estudio (Devine y col., 2000).

Foliculo

Primardial

% «—Foliculo Maduro

Foliculo atrésico

£ .
?"*: <+— Jvocito Ovulado
Do

it

hemorragico

Cuerpo luteo

Cuerpo lUteo .
joven

maduro

Figura 3. Esquema que muestra las diferentes etapas del desarrollo folicular.
Modificado de Ganong, 2000.

Greenwald y Roy, en 1994 describieron las alteraciones morfolégicas que

ocurren durante el proceso de atresia dividiendo a ésta en:

Tipo A- involucra cambios necréticos en la zona pelucida del oocito y alteraciones
secundarias en las células de la granulosa. Predomina en foliculos secundarios.
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Tipo B- es tipificada por cambios degenerativos en las células de la granulosa.

Soélo ha sido encontrado en foliculos terciarios.

Se han descrito tres fases progresivas que llevan a la degeneracion del

foliculo:

Etapa I. Mas del 20% de las células de la granulosa presentan picnosis y
fragmentacion en las células adyacentes a la cavidad antral. La membrana

folicular permanece intacta.

Etapa Il. Se produce una marcada reduccién de sintesis de DNA, las células
picnéticas  son abundantes, las células de la granulosa detienen su
proliferacion, se rompe la membrana basal y el foliculo es invadido por

leucocitos.

Etapa Ill. El porcentaje de picnosis disminuye a sélo 5%. Se incrementa la
cantidad de enzimas lisosomales como la fosfatasa y aminopeptidasa, ademas
de cambios en los organelos citoplasmicos, incrementa el numero de vacuolas,
pérdida de microvellosidades en la zona pelucida y finalmente segmentacion

del oocito (Greenwald y Roy, 1994; Oliver y col., 1999; Devine y col., 2000).

Esteroidogénesis

En el ovario, particularmente en las células de la teca interna y de la
granulosa, son sintetizadas tres clases de esteroides: progesterona, androgenos y
estrogenos (Tresguerres, 2003).

Los esteroides son sintetizados a partir del colesterol que se produce a
partir de acetato en el interior de las células, o bien es incorporado desde el
plasma donde es transportado unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Ganong, 1996).

10
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La biosintesis de esteroides ovaricos se lleva a cabo en las células de la
tecay de la granulosa de los foliculos ovaricos y ejercen su accion en el propio
ovario o salen por la circulacion sanguinea hacia sus diferentes érganos blancos
(Figura 4).

La sefial para iniciar la sintesis de esteroides ocurre cuando la LH se une a
su receptor localizado en la membrana de las células de la teca interna y estimula
una cascada de sefalizacion que genera la sintesis de androgenos, via el AMP
ciclico como segundo mensajero (Van Voorhis, 1999).

El colesterol, unido a la proteina transportadora StAR, es introducido en la
mitocondria del foliculo ovarico donde el citocromo P450 rompe la cadena lateral
de colesterol y lo convierte a pregnenolona. La pregnenolona es metabolizada
por dos diferentes enzimas localizadas en el reticulo endoplasmico: la 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa que la convierte en progesterona y la P450
17hidroxilasa (P450c17) la convierte en dehidroepiandrosterona vy
androstenediona. Una parte de la androstenediona es convertida inmediatamente
a testosterona por la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Van Voorhis, 1999).
(Figura 4y 5).

Los andrégenos sintetizados en las células de la teca se difunden hasta las
células de la granulosa quienes tienen receptores a FSH y se estimula la actividad
de la 17pB- hydroxysteroide deshidrogenasa que intervienen en la conversion de la
androstenediona a testosterona o a 17f-estradiol por la enzima aromatasa
P450 (Van Voorhis, 1999, Yoshinaga 1999). (Figura 4 y 5).

11
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Circulacion

Membrana Basal I

Liquido Folicular

Figura 4. Esquema de la biosintesis de hormonas esteroides en las células de la

teca y de la granulosa ovaricas. Modificado de Van Voohris, 1999.

12
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Acetato
Colesterol
20 hidroxilasa
22 hidroxilasa CH,
20, 22 desmolasa
Cc=0
17a-hidroxilasa
3j-ol-deshidrogenasa
A*Cisomerasa
CH, CH,
Lo o —
- Pregnenolona- C =
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17-hidroxipregnenolona Progesterona
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desmolasa 17e-hidroxilasa
8] =0
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Androstenodiona Testosterona
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Figura 5. Rutas biosintéticas de la esteroidogénesis. Tomado de Van Voorhis,
19909.
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Ciclo Estral en la Rata Prepuber

Se denomina ciclo estral a una cascada de eventos hormonales y conductuales

que son progresivos, altamente sincronizados y repetitivos. En la rata tiene una

duracion de 4-5 dias y se interrumpe solo en caso de prefiez o pseudoprefiez. El

ciclo se mantiene bajo fotoperiodo controlado y se divide en las siguientes fases

que pueden ser identificadas mediante la observacion de frotis vaginales.

Fases del ciclo estral:

X/
L X4

Anestro —se presenta en animales alrededor de los 30 dias de edad, su
utero es pequefio, no se detecta liquido intrauterino y la vagina permanece
cerrada aun.

Proestro — en el proestro temprano la vagina esta cerrada, el utero se
alarga y hay presencia de fluido. En el proestro tardio el utero es largo y
balonado, lleno de fluido; muchos animales en esta etapa presentan vagina
cerrada. Si ya hay apertura vaginal se observan en los frotis vaginales
células epiteliales nucleadas, tiene una duracién de 12 horas. Es la fase de
mayor crecimiento folicular en el ovario; la concentracién de estrégenos es
maxima, lo que estimula la secrecion de GnRH y ésta estimula la aparicidon
del pico preovulatorio de gonadotropinas

Estro — generalmente corresponde al dia de apertura vaginal, en esta etapa
se da la ovulacion, la pared vaginal es gruesa y en los frotis vaginales se
observan células epiteliales cornificadas. Tiene una duracién aproximada
de 36 horas.

Metaestro- es la fase que sucede a la ovulacion, en los frotis vaginales se
observan predominantemente leucocitos.

Diestro —Tiene una duracion de 48 horas en la cual se observan leucocitos
y algunas células anucleadas. En esta etapa el cuerpo luteo secreta P4 la
cual participa de la preparacion del utero, para una posible implantacion en
caso de producirse la fecundacion del 6vulo (Feder, 1981; Ojeda y col.,
1988; Freeman, 1994).
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El ciclo estral esta bajo el control del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y se repite

si la fertilizacion no ocurre (Kilen y Schwarts, 1999).

Inervacion del Ovario

Los ovarios de los mamiferos estan inervados por fibras simpaticas y
sensoriales ademas de un pequeio componente parasimpatico (Burden y col,
1978). La inervacion simpatica esta compuesta por fibras que transportan
Neuropéptido Y (NPY), aquellas que transportan VIP y por las que contienen
catecolaminas (principalmente NA). En la inervacién Sensorial participan fibras
que contienen el Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina (CGRP) y
Sustancia P (SP) asi como VIP (Dissen y Ojeda 1999).

Malamed y col. (1992) mostraron en un estudio realizado en ratas, que la
inervacion del ovario es un evento que ocurre durante la vida fetal, que antecede
la iniciacion postnatal de la foliculogénesis. Por inmunohistoquimica observaron
que dichas fibras son de naturaleza catecolaminérgica, y que son inmunoreactivas

a la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de catecolaminas.

Son dos los nervios simpaticos que inervan los ovarios, uno de ellos es el
Plexo Ovéarico (PO) que en la rata corre a lo largo de la arteria ovarica (Figura 6)
e inerva principalmente la vasculatura del ovario. Por sus fibras viajan la SP, el
CGRP (neurotransmisores de naturaleza sensorial), NA y NPY (neurotransmisores
de naturaleza simpatica). Las fibras sensoriales derivan del ganglio nodoso y del
ganglio de la raiz dorsal; entran al cordon espinal en el segmento toracico T -10 vy
el segmento lumbar L2-L4 (Burden y col., 1978; Dissen y Ojeda. 1999).

La otra via es aportada por el NOS que estd asociado al ligamento
suspensorio, el cual sujeta al ovario, al oviducto y se continua a la musculatura
longitudinal del utero (Lawrence y Burden, 1980) (Figura 6). EI NOS hace conexion
en el ganglio celiaco, el mesentérico y nervios esplacnicos lumbares e inerva
principalmente los compartimientos que presentan actividad secretora en la

glandula como las células del tejido intersticial y la teca interna de los foliculos. La
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porcion simpatica de la inervacion ovarica se origina en el segmento toracicoT-11
al lumbar L-4. Los neurotransmisores que viajan por NOS son NA y VIP (Aguado
y Ojeda, 1984, Dissen y Ojeda. 1999).

ALk . .
Ly E’T" Ligameno suspensatin
Vi -

’ Mervio Cvarico Superiol
(MOS)
Flexo Carico ﬁr,
(PO 1
Y Chario
o

Arteria
Charica

Figura 6. Esquema que muestra la inervacion extrinseca del ovario que llega por
Nervio Ovarico Superior (NOS) y Plexo Ovarico (PO). Modificado de Lawrence y
Burden 1980.
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Neurotransmisores que Viajan por el Nervio Ovarico Superior

+ Noradrenalina

La noradrenalina es una catecolamina, que se sintetiza en neuronas

postganglionares simpaticas y en células cromafines de la médula adrenal. Tiene

la funcion de neurotransmisor y de hormona. Las otras catecolaminas son la

adrenalina (A) y la dopamina (DA). La sintesis de NA es a partir de la fenilalanina (

Figura 7) e involucra los siguientes pasos:

1)

2)

Conversion de la fenilalanina a tirosina por la hidroxilacion del anillo fendlico

en la tercera posicion por la enzima fenilalanina hidroxilasa.

La tirosina es transportada al interior de la célula donde es transformada a
hidroxifenilalanina (DOPA) por la enzima TH (reactivo limitante en la
biosintesis de NA).

DOPA es descarboxilada a DA por la enzima DOPA descarboxilasa.

DA es hidroxilada por la enzima dopamina [-hidroxilasa (DBH) por adicién
de un grupo —OH a la cadena de carbono en el carbono adyacente al anillo

fendlico.

En células cromafines de la médula adrenal o en neuronas

postganglionares la DA es convertida a NA (Cryer, 1981; Hadley, 2000).
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OH 0OH
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Figura 7. Ruta de sintesis de Noradrenalina (Hadley, 2000).

La NA llega a la mayoria de las fibras simpaticas postganglionares.
Interviene en la esteroidogénesis ovarica por activacion de receptores ;-
adrenérgicos quienes estimulan a las células de la granulosa y luteales a producir
progesterona y a las células tecales a producir androgenos (Aguado y Ojeda,
1984; Dissen y Ojeda, 1999). También se ha encontrado relacion estrecha entre
NA y gonadotropinas. Ferruz y col. (1991) mostraron que en la rata, durante la
etapa de diestro, cuando la concentracién de gonadotropinas es baja, el numero
de receptores B-adrenérgicos es menor, la concentracion de NA encontrada en el
ovario también es baja y se incrementa durante el proestro y estro, cuando se da
un aumento en las concentraciones de FSH y LH y la cantidad de receptores B-

adrenérgicos es mayor.
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¢ Peptido Intestinal Vasoactivo (VIP)

El VIP es un neuropéptido identificado en las fibras nerviosas ovaricas que se
localizan predominantemente en el tejido intersticial (Dees y col. 1986). En las
células de la granulosa del ovario este péptido es un potente estimulador de la
secrecion de P4 y E, (Advis y col., 1989, Parra y col. 2007). En las células de la
granulosa en cultivo, el VIP induce la expresion del gen que codifica la sintesis del
receptor para la FSH, de tal modo que induce el crecimiento folicular bajo la
estimulacion de la FSH (Dees y col., 1986; Mayerhofer y col., 1997; Dissen vy
Ojeda. 1999). Advis y col (1989) mostraron que la concentracion del péptido es
alta en la rata en la etapa neonata, infantil y juvenil. Cuando se aproxima la
pubertad y se da el pico preovulatorio de gonadotropinas, la concentracion de VIP

disminuye significativamente.

Efectos de la Denervacion Simpatica Sobre las Funciones Reproductivas

La participacion de la inervacion simpatica en la regulacién de las funciones
ovaricas se ha analizado al eliminar la informacién neural que llega al ovario por
métodos quirurgicos o farmacoldogicos.

En la rata prepuber la eliminacién de la informacion simpatica por la seccion
bilateral del NOS no modifica el inicio de la pubertad, ni la cuota ovulatoria; pero
hay una marcada disminucion en el contenido de NA ovarica y aumento en el
numero de receptores ($-adrenérgicos (Aguado y Ojeda, 1984). Cuando se realiza
este tipo de denervacién en la rata adulta no se modifica la ovulacion espontanea
(Chavez y col., 1991), ni la inducida por la administracion del suero de yegua
prefada (Selstam y col. 1985). Sin embargo, cuando en la rata prepuber se
realiza la seccion unilateral del NOS, el niumero de ovocitos liberados por el ovario
denervado disminuye significativamente y el ovario inervado responde con una
ovulacion compensadora, lo que hace pensar en la existencia de una
comunicacion neural entre ambos ovarios (Morales y col., 1993). Estos resultados

han permitido sugerir que la informacion que transcurre por el NOS, modula la
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accion de las gonadotropinas en el foliculo ovarico. Esta interpretacion se ve
apoyada por el hecho de que estos animales no responden al estimulo con
gonadotropinas (Morales y col., 1998).

Una de las herramientas farmacolégicas que se ha utilizado para inducir la
denervaciéon simpatica es la administracion de guanetidina monosulfatada (1-[2-
Guanidinoethylloctahydroazocine) Monosulfate (1:1) C1oH22N4*H2SO4. Es un polvo
cristalino blanco a blanquecino, poco soluble en agua, algo soluble en alcohol,
practicamente insoluble en cloroformo y solucion salina (Franz, 1995). La
guanetidina (GTD) es una droga que destruye las fibras simpaticas, al eliminar la
noradrenalina de las neuronas adrenérgicas simpaticas posganglionares donde
tiene lugar su sintesis, e impide la liberacion de la NA que ha sido captada por las
terminales nerviosas, de este modo se reduce el aporte de catecolaminas a los
receptores adrenérgicos (Franz, 1995). EI mecanismo preciso por el cual la GTD
ejerce su efecto citotéxico no ha sido totalmente descifrado, sin embargo, a lo
largo de su estudio los investigadores han mostrado que la destruccién neuronal
que provoca la administracion cronica de la droga comienza por la inhibicion de la
fosforilacién oxidativa en las células neuronales y cambios estructurales en las
mitocondrias, lo que sugiere que GTD interfiere en el metabolismo de la energia

celular (Jonson y col., 1984).

Jonhson y col., (1976) administraron a ratas de una semana de vida la dosis
de 50 mg/kg/dia de GTD, 5 dias a la semana durante tres semanas. Tres dias
después de iniciado el tratamiento no se observé diferencia en la actividad de la
TH en comparacién con el grupo control, sin embargo al dia 10 disminuyo la
actividad de la enzima. En los siguientes dias la TH se redujo a concentraciones
indetectables. El analisis histoldgico reveldé degeneracién gradual de las neuronas
simpaticas hasta su total desaparicion. En este estudio se demostré que la dosis
de GTD produce la maxima destruccion de las fibras simpaticas de manera
permanente y ademas, cuando se administra de manera sistémica no cruza la

barrera hematoencefalica.
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Lara y col. (1990) observaron que en ratas tratadas en la etapa infantil
con 50 mg/kg de p.c. de GTD 5 dias a la semana, durante 3 semanas, se presenta
disminucién en las concentraciones plasmaticas de LH, retraso en la primera
ovulacion y en la edad del primer diestro, ademas el examen inmunocitoquimico
de los ovarios mostré la eliminacién total de las fibras inmunoreactivas a la TH.
Todas estas evidencias han llevado a los autores a plantear que la inervacion
simpatica participa en los mecanismos que modulan el inicio de las funciones

reproductivas.

En la rata recién nacida la administracion de GTD resulté en un retraso en
el inicio de la pubertad e incremento en la cuota ovulatoria, mientras que cuando
se realizd la denervacion en la rata adulta se observo disminucién en el niumero de
ovocitos liberados y la citologia vaginal fue de diestro constante. Estos resultados
llevaron a sugerir a los autores que el papel de la inervacion varia con la edad del
animal, mientras en la rata adulta modula de manera inhibitoria los mecanismos
neuroenddcrinos que regulan la ovulacién, en el animal prepuber lo hace de

manera estimulante (Flores y col., 1990).

Sindrome del Ovario Poliquistico (SOPQ)

En la mujer, el SOPQ es reconocido como la causa mas comun de infertilidad
durante su edad reproductiva, se caracteriza por periodos de anovulacion,
presencia de quistes foliculares, amenorrea, hiperandrogenismo, concentraciones
variables de gonadotropinas circulantes y anormalidades metabdlicas. Estas son
atribuidas a varias causas: deficiencia en la accion y secrecion de la insulina,
alteraciones neuroendocrinas que se manifiestan por un aumento en los pulsos
de LH, en la sintesis de andrégenos o en el metabolismo del cortisol
(Tsilchorozidou y col., 2004, Greiner y col., 2005).
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Caracteristicas del Valerato de estradiol (VE)

El VE, 1,3,5(10)-Estratrieno-3,17 B-diol,17-pentanoato (Cy3 Hsz O3 ) es un polvo
cristalino, blanco, generalmente inodoro pero puede tener ligero olor a grasa. Es
soluble en aceite de ricino, maiz, ajonjoli y cacahuate, metanol, benzoato de
benzilo y dioxano; practicamente insoluble en agua. Se absorbe lentamente en
suspension oleosa inyectada por via intramuscular, la duracion de la accién de la
suspension es de aproximadamente 3 semanas (Gennaro, 1998). El VE se utiliza
para inducir el SOPQ en los animales de laboratorio, por ser un estrégeno de larga
duracion que provoca un cuadro similar al descrito para la mujer, es decir, se
observa aciclicidad, anovulacion y formacion de quistes foliculares (Brawer y col.,
1986; Barria y col.,1993).

En ratas la administracién de una sola dosis de 2 mg de VE, disuelto en
aceite de maiz, resulta en el desarrollo del SOPQ (Brawer y col., 1986; Hemmings
y col., 1983; Schulster y col., 1984; Lara y col., 1993; Luza y col., 1995). Se ha
propuesto que el sindrome resulta en respuesta al cambio en la homeostasis
catecolaminérgica del ovario, que se inicia antes del desarrollo de quistes
foliculares y persiste después de la formacion de estos; dichos cambios incluyen
incremento en el contenido de NA ovarica y disminucion de los receptores [3-
adrenérgicos en las células de la granulosa. Estos cambios se acompafian de
anovulacion y aciclicidad caracterizada por cornificacion vaginal persistente,
incremento en las concentraciones plasmaticas de LH y bajas concentraciones de
FSH (Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Carriere y col., 1991).

En la rata juvenil, el tratamiento con VE resulta en el aumento de la
concentracion de NA ovarica cuando llegan a la etapa adulta, ademas de
aciclicidad, elevadas concentraciones de E, y presencia de quistes foliculares,
condiciéon que se revierte cuando se practica la seccion del NOS (Rosa-E-Silva y
col., 2003).

En la rata adulta a la que se le ha inducido el SOPQ, la seccidn bilateral del
NOS resulta en una depleciéon de la concentracion de NA ovarica. El 70% de los

animales recuperaron el patron del ciclo estral después de la cirugia. El examen
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histolégico confirmd que se habia producido de manera normal la ovulacion; esto

se determino por la presencia de cuerpos luteos (Barria y col., 1993).

El aumento en la concentracion de NA ovarica, en respuesta a la
administracién de VE ha sido explicado por incremento en el ovario en la sintesis
del factor de crecimiento neural (NGF) y de su receptor de baja afinidad p75
NGFR (Lara y col., 2000). Lo anterior contribuye a mantener el estado disfuncional
del ovario que se refleja en una alteracion del ciclo estral, desarrollo de quistes
foliculares, elevacion en la concentracion de andrégenos y disminucién en la

capacidad ovulatoria.

Por las evidencias experimentales sefialadas anteriormente se ha sugerido
que el desarrollo del SOPQ, resulta por una mayor actividad de las fibras
simpaticas que arriban al ovario por el NOS (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y
col., 2003).

Por el NOS llega al ovario tanto NA como VIP y dado que se ha sido
descrito que el neuropéptido es capaz de estimular la secrecion de estradiol y
androgenos en el ovario (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986) se postula
que el VIP podria ser el responsable del incremento de E; en ratas tratadas con
VE que han desarrollado SOPQ, debido a que en estos animales se observa un
aumento en la concentracidén de E; y androgenos en comparacion con la del grupo

testigo (Parra y col, 2007).

Dentro de los tratamientos farmacolégicos que ha desarrollado la medicina
para remediar la ausencia de ovulacion se encuentra la administracion de citrato
de clomifeno que es un modulador selectivo de los receptores a E,; que actua
bloqueando la accién inhibitoria del E, sobre el eje hipotalamo-hipdfisis; asi la LH
retorna a concentraciones normales y la FSH se incrementa para inducir el
crecimiento folicular y posteriormente la ovulacién. Algunas pacientes que son
resistentes al citrato de clomifeno pueden ser tratadas con Letrozol, que actua
disminuyendo la conversion de androstenediona y testosterona a estrégenos en el
proceso de esteroidogénesis; asi estimula la secrecién de FSH y el crecimiento
folicular (Atay y col., 2006).
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En modelos experimentales se ha utilizado la electroacupuntura como un
método no farmacoldgico para revertir los efectos del SOPQ. Esta fundamentado
en la reaccion provocada por estimulos eléctricos a nivel cutdneo que viajan por
los nervios periféricos hasta la médula espinal y al sistema nervioso central. En
respuesta a las repetidas sesiones de electroacupuntura de baja frecuencia se
observa la restauracion del ciclo estral y la induccién de la ovulacion, asi como
reduccion en la sintesis de NFG y de receptores (-adrenérgicos, lo cual indica que
el tratamiento es efectivo en la modulacién de la actividad nerviosa simpatica
(Stener-Victorin y col., 2005; 2008).
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Planteamiento del Problema

PIANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo del SOPQ ha sido atribuido a un defecto neuroendécrino que
se traduce en alteraciones en la secrecion pulsatii de LH y en la sintesis de
androgenos o por una mayor actividad de las fibras simpaticas que inervan el

ovario.

El ovario recibe informacion simpatica via NOS, por donde llegan al ovario
VIP y NA, dos neurotransmisores involucrados en la esteroidogénesis ovarica. El
estudio de la participacién de la inervacion sobre las funciones ovaricas ha sido

dilucidado utilizado modelos de denervacion quirdrgica o farmacoldgica.

Se ha postulado que SOPQ es el resultado de la hiperactividad de las
fibras catecolaminérgicas, como lo demostr6 el grupo de Lara, quienes al
administrar el VE observaron una mayor concentracion de NA en el ovario y
disminucién del numero de receptores (- adrenérgicos en las células de la

granulosa.

En estudios previos de nuestro laboratorio, se indujo el SOPQ a ratas
infantiles por la administracion de una dosis de VE. Al llegar a la etapa juvenil se
realizd la seccion unilateral del NOS. En estos animales se observd que la
ovulacion se restablecid por parte del ovario inervado, aun cuando la
concentracion de NA ovarica fue semejante a la de un animal sin denervacion.
Estas evidencias nos llevaron a pensar que el SOPQ no es unicamente el
resultado de una mayor actividad de las fibras noradrenérgicas, sino que
posiblemente también estén involucradas las que transportan VIP y que estarian

regulando la respuesta esteroidogénica y la ovulacién.

Para probar lo anterior, se disefid un modelo en el cual se eliminaron las fibras
simpaticas que transportan informacion catecolaminérgica, por medio de la
administracion de GTD, dejando intactas aquellas que transportan VIP; esta
denervacion se llevo a cabo antes o después de la induccion del SOPQ, con el fin

de evaluar la participacion de la inervacion en el desarrollo del sindrome.
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HIPOTESIS

Si en la rata con SOPQ la respuesta ovulatoria por parte del ovario inervado
esta regulada por el VIP y no sélo por NA, entonces, al eliminar las fibras
noradrenérgicas y permanecer intactas las fibras VIPérgicas sera mayor la
capacidad esteroidogénica del ovario y no se restablecera la respuesta

ovulatoria.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar la respuesta ovulatoria y esteroidogénica del ovario de la rata con
denervacion catecolaminérgica, realizada antes o después de la inducciéon del

sindrome del ovario poliquistico.

OBJETIVOS PARTICULARES

o8  Analizar la participacion de la inervacion VIPérgica en la rata con
denervacion catecolaminérgica, realizada antes o después de la induccion del
sindrome del ovario poliquistico, en el inicio de la pubertad y la primera
ovulacion.

(¢4 Estudiar en la rata con denervacion catecolaminérgica, realizada antes
o después de la induccion del sindrome del ovario poliquistico, la capacidad
esteroidogénica del ovario.

(¢ Analizar el efecto de la denervacién catecolaminérgica realizada antes o
después de la induccion del SOPQ sobre la concentracibn sérica de

gonadotropinas.



Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa ClI-ZV mantenidas en
condiciones controladas de luz y oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00
hrs). En el dia del nacimiento (dia cero) se colocaron en grupos de 6 individuos (5
hembras y un macho) con la madre hasta el dia del destete (dia 21), a partir de
entonces tuvieron libre acceso a la comida y agua hasta el dia de la autopsia. En
todos los casos se siguio lo establecido por la Ley Mexicana de Proteccion Animal
para el uso de animales de experimentacion.

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales, cada uno

de ellos formado por 10-12 individuos.

Administracion de Guanetidina (GTD)

A los 7 dias de edad fueron inyectadas intraperitonealmente con 20 mg/Kg
p.c. de monosulfato de Guanetidina (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA),
disuelta en solucién salina al 9%. La inyeccion se realizdé entre las 9:00 y 11:00
am, 5 dias a la semana con dos dias de descanso hasta el dia del primer estro

vaginal, siguiendo el esquema de administracién de Lara y col. (1990).

Administracion de valerato de estradiol (VE)
Hembras de 14 dias de edad se inyectaron intraperitonealmente con 2 mg

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

maiz.

Con la finalidad de analizar la participacion de la inervacion VIPérgica en el
desarrollo del SOPQ, se procedié a eliminar la inervacién noradrenérgica y dejar
las que contienen VIP en dos momentos, antes o después de la induccion del

sindrome. Para ello se disefio los siguientes grupos experimentales

Administracién de guanetidina més valerato de estradiol (GTD- VE)

Del grupo de animales tratados al dia 7 con GTD, se separd un grupo, el
cual fue inyectado con una dosis de 2 mg/0.1ml de VE en el dia 14 de vida (tal y

como fue administrado por Rosa- Silva y col., 2003 y Linares, 2006) y se continu6
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con la administracion de GTD hasta el momento de que presentaron el primer

estro vaginal.

Administraciéon de valerato de estradiol mas guanetidina (VE- GTD)

Otro grupo de animales se inyecté con 2 mg/0.1 ml de VE al dia 14 de vida,
30 minutos después se administré6 GTD en una dosis de 20 mg/Kg p.c. 5 dias a la

semana hasta el dia del primer estro vaginal.

Grupos testigo

Estos animales se inyectaron:

e el dia 7 de vida, con solucion salina (SS) al 9%, 5 dias a la semana hasta el dia
del primer estro vaginal.
e el dia 14 de vida con 0.1 ml de aceite de maiz (AM).

e Grupo Testigo Absoluto (TA): animales intactos

Se realizaron revisiones de apertura vaginal en los animales tratados con VE a
partir del dia de inyeccion y en los demas a partir del dia 30 de vida. El dia de la
canalizacion vaginal se consideré como el dia del inicio de la pubertad, en ese
momento se inicid la toma de frotis vaginales diariamente entre las 9:00 y las

10:00 hrs. hasta el dia del primer estro, momento en el cual fueron sacrificados.

Procedimiento de Autopsia

Todos los animales fueron sacrificados entre las 10:00 y las 12:00 hrs. por
decapitacion, la sangre del tronco se colecté en tubos de ensaye y se dejo
coagular durante 30 minutos, posteriormente se centrifugd a 3500 r.p.m. por 15
minutos; el suero obtenido se separd en 4 alicuotas de 150 ul que se mantuvieron
a -20°C hasta el momento de la cuantificacibn de hormonas esteroides
(progesterona y estradiol) y protéicas (FSH y LH). El utero y ovarios fueron
disecados y pesados en balanza analitica, los oviductos se observaron en un

microscopio estereoscopico para realizar el conteo de ovocitos.
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Material y métodos

CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES Y GONADOTROPINAS

La cuantificacién de P4 y 17B-estradiol se realizé por radioinmunoanalisis
(RIA) de fase solida, con un Kit Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los
Angeles,CA, USA) para lo cual, se adicion6 100 pl de muestra problema a tubos
|125 y

respectivamente, ademas de 1ml de hormona radioactiva 1'*. La

de polipropileno que ya contenian el anticuerpo especifico anti-progesterona-
anti-estradiol-1"%°
mezcla se agitd por un minuto y se incubé durante tres horas a temperatura
ambiente, después se decantd y finalmente se determind la concentracion de
hormonas en funcion de las cuentas por minuto y de una curva de calibracién con
la ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra 5005, Packard ™. Las
concentraciones se expresaron en pg/ml para 17p-estradiol y en ng/ml para Pa.

Los coeficientes intra e interespecificos fueron:

Hormona Intra Inter
Progesterona (P4) 8.35 9.45
Estradiol (Ez) 8.12 9.28

Los puntos de la curva de calibracion para P4 fueron: 0.1, 0.5, 2.0, 10.0,
20.0 y 40 ng/ml. Los de la curva para E; fueron: 10, 20, 50, 75, 150, 250 y 500

pg/ml.

La medicién de FSH y LH se realizé por RIA de doble anticuerpo: se
procedio de la siguiente manera: a 100 ul de suero problema se le afadieron 100
ul de hormona marcada con 1'?°, posteriormente se le adicioné el anticuerpo de
suero de borrego para LH (rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2) segun fue el caso.
Posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 24 hrs. A continuacién, se
agregaron 100 ul del segundo anticuerpo (suero normal de conejo) y se incubd
durante dos horas, posteriormente los tubos se centrifugaron a 3000 r.p.m. a -4° C
por 30 minutos, el sobrenadante fue decantado, se secaron las paredes de cada
tubo y se colocaron para ser analizados, en un contador de centelleo gama
modelo Cobra 50005, Packard ™.
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Material y métodos

La cuantificacion de hormonas se realiz6 en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides y Laboratorio de Hormonas Proteicas del Departamento de Biologia
de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.

ANALISIS ESTADISTICO

El peso corporal, el peso de los ¢rganos (ovarios y utero), y la
concentracion de hormonas esteroides y gonadotropinas se analizé por la prueba

de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey

El numero de ovocitos liberados, la edad de apertura vaginal y del primer
estro fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
U de Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes (nUmero de animales que ovulen/numero

total de animales se analizd por la prueba de Fisher o de Ji?.

En los casos donde fue necesario efectuar una comparaciéon entre dos
grupos se utilizé la prueba “t” de Student. Se consider6 como estadisticamente

significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue menor o igual a 0.05.

CALCULO DEL PESO RELATIVO DE LOS OVARIOS Y UTERO

El célculo del peso relativo de los ovarios y el utero se realizé mediante la

siguiente formula:

Peso relativo= mqg peso del érgano X 100

Peso corporal
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Resultados

RESULTADOS

Efecto de Ia Administracion de Aceite de Maiz (AM) o Solucion Salina
(5S) sobre el Inicio de la Pubertad, Ia Respuesta ovulatoria del ovario y Ia

Concentracion de Hormonas Esteroides y Gonadotropinas.

¢ [Inicio de Ia Pubertad.

Las hembras tratadas con SS mostraron mayor peso corporal que el de los
animales intactos (Tabla 1).

En aquellos animales que fueron inyectados con AM el peso corporal fue

menor en el momento de la autopsia y se adelanté el inicio de la pubertad y primer

estro vaginal, en comparacion con el grupo TA (Tabla 1).

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con aceite de maiz (AM) o
solucidn salina (SS), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

TRATAMIENTO| TAO | PESO CORPORAL EAV PEV
(GRAMOS) (DIAS) (DIAS)
TA 9/16 106.2 + 2.3 37+0.6 38.07£0.7
AM 10/18 91.9+1.6% 34.5+0.4% 34.9+04 %
sS 8/15 114.7 + 1.6% 36.6 +0.4 38.7 +0.9

* p< 0.05 vs TA (Prueba de “t “de Student).

¢ Ovulacion

El nimero total de ovocitos liberados por los animales tratados con solucion
salina disminuy0, respecto al grupo TA. En el grupo tratado con AM no se observo

diferencia en la cuota ovulatoria (Tabla 2).
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Tabla 2. Media + e.e.m. del nUmero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Ol),
derecho (OD) y por ambos ovarios de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con aceite
de maiz (AM) o solucién salina (SS), autopsiadas en el dia del primer estro vaginal.

Tratamiento

NUmero de ovocitos

liberados por ovario

Ambos ovarios

Ol oD
TA 9/16 5.1+1.17 3.7+1.20 7.9+2.60
AM 10/18 4.4 +0.50 3.2+ 0.50 7.3+x1.0
SS 8/15 3.3+0.70 3.3+0.36 4.1+0.48 x

* p< 0.05vs TA. (Prueba de “t” de Student).

El porcentaje de animales ovulantes fue menor en el ovario izquierdo de los

animales tratados con SS comparados con el grupo TA. La administracién de AM
no modificé la respuesta ovulatoria (Figura 8).

9/16

9/16

4+p<0.05vs ovario correspondiente de TA (prueba de Ji?).

Figura 8. Porcentaje de ovulacion y tasa de animales ovulantes por el ovario izquierdo
y derecho de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con aceite de maiz (AM) o soluciéon
salina (SS), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.
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¢ Concentracion Sérica de Progesterona y Estradiol

Resultados

La concentracion sérica de P, y E; no se modificO independientemente del

vehiculo administrado (Figura 9).

Progesterona

Estradiol

Figura 9. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona y estradiol de
ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con aceite de maiz (AM) o solucién salina (SS),

autopsiadas el dia del primer estro vaginal.
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¢ Concentracion Sérica de Gonadotropinas

La concentracién sérica de LH y FSH de los animales tratados con AM o0 SS no

se modificé en comparacién al grupo testigo absoluto (Figura 10).

Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de LH y FSH de ratas testigo
absoluto (TA) o tratadas con aceite de maiz (AM) o solucién salina (SS), autopsiadas el
dia del primer estro vaginal.
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¢ Peso Relativo de los Ovarios, Masa Ovarica y Utero
El peso del atero en los animales tratados con AM o SS fue mayor en
comparacion con el del grupo testigo absoluto. La administracion de los vehiculos

no modificé el peso relativo de los ovarios (Tabla 3).

Tabla 3. Media + e.e.m. del peso relativo del ovario izquierdo, derecho, masa ovarica
y Gtero de ratas testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de maiz (AM) o solucién salina
(SS), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

Peso relativo (mg/100 g pc)
Ovarios
Tratamiento | n Izquierdo Derecho Masa Ovarica Utero
TA 16 16.4+£0.9 14.4+0.7 30.3+£1.2 128.3+7.7
AM 18 18.0+ 1.0 146 £0.7 326+ 0.7 154.6 + 7.5+
SS 15 17.2+0.9 16.8+1.0 33.9+1.8 153.2+6.2+

* p<0.05vs TA (Prueba de “t” de Student).
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Resultados

Efecto de Ia Induccion del SOPQ Mediante la Administracion de VE
Sobre el Inicio de la Pubertad, la Respuesta Ovulatoria del

Ovario y la Concentracion de Hormonas Esteroides y Gonadotropinas.

o [nicio de Ia Pubertad

En comparacion con el grupo testigo (AM), la administracion de VE resulté en
el adelanto de la canalizacién vaginal y del primer estro, que se acompafié de un

menor peso corporal en el momento de la autopsia (Tabla 4).

Tabla 4. Media = e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de ratas tratadas con aceite de maiz (AM) o valerato de estradiol
(VE), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

PESO
TRATAMIENTO| n CORPORAL EAV PEV
(GRAMOS) (DIAS) (DIAS)
AM 10/18 | 91.9+18.0 345+04 34.9+0.4
VE 1/12 | 536+1.6% | 247+0.3 % 24.9+0.5 *

* p<0.05 vs VE (Prueba de “t” de Student).

¢ Respuesta Ovulatoria

En comparacién con los animales tratados con el aceite de maiz, en los
inyectados con VE se observé el bloqueo de la ovulacion (10/18 vs. 1/12, p<0.05

prueba de Ji?).
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¢ Concentracion Sérica de Progesterona y Estradiol

En los animales tratados con VE la concentracion de P,y E, fue mayor en
comparacion con los tratados con AM (Figura 11).

Progesterona

Estradiol

*
VE
+
VE
Figura 11. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona y estradiol de

ratas tratadas con aceite de maiz (AM) o valerato de estradol (VE), autopsiadas el dia del
primer estro vaginal.

4 p<0.05vs AM (Prueba de “t” de Student).
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Resultados

¢ Concentracién Sérica de Gonadotropinas

El tratamiento con VE no modifico la concentracion de LH ni la de FSH,
respecto a la del grupo testigo. Sin embargo, se observé una tendencia a la

elevacion de la concentracion de LH que no llego a ser significativa (Figura 12).

Figura 12. Media £ e.e.m. de la concentracién sérica de LH y FSH de ratas tratadas con
aceite de maiz (AM) o valerato de estradiol (VE), autopsiadas el dia del primer estro

vaginal.
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¢ Peso Relativo de los Ovarios, Masa Ovarica y Utero

Resultados

El tratamiento con VE no resulté en modificaciones en el peso de los ovarios,

masa ovarica 0 Utero en comparacion con el del grupo tratado con su vehiculo

(Tabla 5).

Tabla 5. Media + e.e.m. del peso relativo del ovario izquierdo, derecho, masa ovarica
y Utero de ratas tratadas con aceite de maiz (AM) o valerato de estradiol (VE),
autopsiados el dia del primer estro vaginal.

Peso relativo (mg/100 g pc)

Ovarios
Tratamiento n Izquierdo Derecho Masa Ovérica Utero
AM 18| 18.8+0.9 14.6 £ 0.7 32.6+0.6 154.6+7.5
VE 12| 176+1.1 17.3+1.3 342+1.6 163.5+10.1
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Resultados

FEfecto de la Denervacion Catecolaminérgica sobre el Inicio de la
Pubertad, Ia Ovulacion y la Concentracion de Hormonas Esteroides y

Gonadotropinas.

¢ [Inicio de la Pubertad

El tratamiento con GTD resulté en un adelanto del inicio de la pubertad, sin
gue se modificara la edad del primer estro. En estos animales el peso corporal fue

menor con respecto al del grupo tratado con solucién salina (Tabla 6).

Tabla 6. Media £ e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de ratas tratadas con solucién salina (SS) o guanetidina GTD,
autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

PESO
TRATAMIENTO| TAO | CORPORAL EAV PEV
(GRAMOS) (DIAS) (DIAS)
SS 8/15 | 114.7+1.6 36.6+0.4 38.7£ 0.9
GTD 4/17 | 984+24 % | 345+0.4% 37.4+05

* p<0.05vs GTD (Prueba de “t” de Student).

¢ Ovulacion

En las hembras tratadas con GTD se observo una tendencia a la disminucion
en la tasa de animales ovulantes, que no llegd a ser estadisticamente significativa
(4/17 vs. 8/15 n.s. prueba de Ji%). El nimero total de ovocitos liberados en los
animales tratados con GTD fue mayor, respecto al grupo con vehiculo (6.0+0.4
vs. 4.1+0.48 p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de U-Mann
Whitney).
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¢ Concentracion Sérica de Progesterona y Estradiol

La concentracion de P4 en las hembras denervadas con GTD no se modifico,
mientras que la concentracion de E, aumentd respecto a su grupo testigo (Figura

13).

Progesterona

Estradiol

4+ p<0.05vs SS (prueba “t” de Student).
Figura 13. Media + e.e.m. de la concentraciéon sérica de progesterona y estradiol de

ratas tratadas con solucién salina (SS) o guanetidina (GTD), autopsiadas el dia del primer
estro vaginal.
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¢ Concentracién Sérica de Gonadotropinas

La concentracion de LH y FSH no se modificé con la administracion de GTD
(Figura 14).

Figura 14. Media = e.e.m. de la concentracion sérica de LH y FSH de ratas tratadas
con solucion salina (SS) o guanetidina (GTD), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.
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¢ Peso Relativo de los Ovarios, Masa Ovarica y Utero

Resultados

La denervacion con GTD no modifico el peso de los ovarios, pero resultd en

una disminucién del peso del utero, en comparacion con su grupo testigo (Tabla

7).

Tabla 7. Media + e.e.m. del peso relativo del ovario izquierdo, derecho, masa ovarica
y Gtero de ratas tratadas con solucion salina (SS) y guanetidina (GTD), autopsidas el dia
del primer estro vaginal.

Peso relativo (mg/100 g pc)

Ovarios
Tratamiento n Izquierdo Derecho Masa Ovarica Utero
SS 15 17.2+ 0.9 16.8+ 1.0 33.9+ 1.8 153.2+ 6.2
GTD 17 17.2+0.8 17.1+ 0.8 34.8+ 1.7 133.8+5.6 *

* p<0.05 vs GTD (Prueba de “t” de Student).

43



Resultados

FEfecto de la Denervacion Catecolaminérgica en el Animal Tratado con VE
Sobre el Inicio de la Pubertad, la Respuesta Ovulatoria del Ovario y la

Concentracion de Hormonas Esteroides y Gonadotropinas.

¢ [Inicio de Ia Pubertad

La denervacion catecolaminérgica practicada a ratas tratadas con VE resulto
en adelanto del inicio de la pubertad y del primer estro, asi como disminucién del

peso corporal en el momento de la autopsia (Tabla 8).

Tabla 8. Media = e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de ratas tratadas con valerato de estradiol (VE) o valerato de
estradiol-guanetidina (VE-GTD), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

PESO
TRATAMIENTO| n CORPORAL EAV PEV
(GRAMOS) (DIAS) (DIAS)
VE 1/12 53.6 + 1.6 24.7+0.3 24.9 +0.5
VE-GTD 4/18 46.1+£2.7 * 21.9+0.8% 22.1+1.0 %

* p<0.05vs VE (Prueba de “t” de Student)

¢ Ovulacion

En comparacion con los animales que solo recibieron VE, las hembras tratadas
con VE y posteriormente denervadas, presentaron tendencia al aumento en la tasa
de animales ovulantes que no lleg6 a ser significativa (4/18 vs 1/12 n.s.). En las

hembras denervadas después de la administraciéon de VE, el niamero total de

ovocitos liberados fue de 5.5 + 0.29.

44



Resultados

¢ Concentracion de Sérica de Progesterona y Estradiol.

La concentracion de P,y E, de los animales tratados con VE-GTD aumentd

con respecto a los tratados unicamente con VE (Figura 15).

Progesterona

Estradiol

4 p<0.05 vs VE (Prueba de “t” de Student).
Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona y estradiol de

ratas tratadas con valerato de estradiol (VE) o valerato de estradiol-guanetidina (VE-
GTD), autopsiados el dia del primer estro vaginal.
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¢ Concentracién de Gonadotropinas

La denervacién catecolaminérgica realizada después de la administracion de
VE, resulté en la disminucion de la concentracion de LH y FSH, en comparacion

con los animales que solo recibieron VE (Figura 16).

4+ p<0.05 vs. VE (Prueba de “t” de Student).

Figura 16. Media £ e.e.m. de la concentracién sérica de LH y FSH de ratas tratadas con
valerato de estradiol (VE) o valerato de estradiol-guanetidina (VE-GTD) autopsiadas el dia

del primer estro vaginal.
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¢ Peso Relativo de los Ovarios, Masa Ovarica y Utero

Resultados

Se observ6 una disminucion en la masa ovarica de los animales con SOPQ

y denervados con GTD, este decremento fue el resultado de la disminucién en el

peso del ovario izquierdo. El peso del Utero no se modificé por la denervacion con

GTD (Tabla 9).

Tabla 9. Media + e.e.m. del peso relativo del ovario izquierdo, derecho, masa ovarica
y Utero de ratas tratadas con valerato de estradiol (VE) o valerato de estradiol-

guanetidina (VE-GTD), autopsiados el dia del primer estro vaginal.

Peso relativo (mg/100 g pc)
Ovarios Masa Ovérica Utero
Tratamiento n Izquierdo Derecho
VE 12| 176+1.1 17.3+1.3 34.2+1.6 163.5+10.1
VE-GTD 18| 14.0+1.2 % 144+1.1 28.7+2.2 % 153.1+6.6

* p<0.05 vs. VE (Prueba de “t” de Student).
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Resultados

Efecro de Ia Administracion de VE, en el Animal con Denervacion
Catecolaminérgica, Sobre el Inicio de la Pubertad, Ia Respuesta Ovulatoria

del Ovario y la Concentracion de Hormonas Esteroides y Gonadotropinas.

¢ Inicio de la Pubertad

La denervacion previa a la administracion de VE resulté en el adelanto del
inicio de la pubertad y del primer estro, asi como de un menor peso corporal al

momento de la autopsia (Tabla 10).

Tabla 10. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y primer
estro vaginal (PEV) de ratas tratadas con guanetidina (GTD) y guanetidina-valerato de
estradiol (GTD-VE), autopsiados el dia del primer estro vaginal.

PESO
TRATAMIENTO| n CORPORAL EAV PEV
(GRAMOS) (DIAS) (DIAS)
GTD 4/17 98.4+2.4 345+0.4 37.4+05
GTD-VE 2/20 67.57 + 4.0 * 23+0.5 * 25.1+0.7 %

* p<0.05 vs. GTD (Prueba de “t” de Student).

¢ Respuesta Ovulatoria

La tasa de animales ovulantes en los animales que fueron tratados con VE y
previamente denervados no se modifico en comparacién con aquellos a quienes
s6lo se administr6 GTD (GTD-VE 2/20 vs GTD 4/17, n.s). El numero total de
ovocitos liberados por el grupo que fue inyectado con GTD fue 6.0£0.4, mientras
que cuando los animales fueron ademas tratados con el VE la cuota ovulatoria fue

menor, donde uno de los animales liberd seis ovocitos y el otro tres.
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Resultados

¢ Concentracion Sérica de Progesterona y Estradiol

La concentracion sérica de P,y E; aumentd en el grupo tratado con GTD-VE

en comparacion con el que solo fue denervado (Figura 17).

Progesterona

Estradiol

4+ p<0.05vs. GTD (prueba “t” de Student).

Figura 17. Media + e.e.m. de la Concentracidon Sérica de Progesterona y Estradiol de
ratas tratadas con guanetidina (GTD) o guanetidina/valerato de estradiol (GTD-VE),

autopsiadas el dia del primer estro vaginal.
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Resultados

¢ Concentracién Sérica de Gonadotropinas

En las hembras que primero fueron denervadas y después recibieron VE la
concentracion sérica de FSH disminuy0, con respecto al grupo tratado con GTD,

en tanto que la de LH no se modificé (Figura 18).

+ p<0.05vs. GTD (prueba “t” de Student).
Figura 18. Media + e.e.m. de la Concentracién Sérica de LH y FSH de ratas tratadas

con guanetidina (GTD) o valerato de estradiol-guanetidina (GTD-VE), autopsiadas el dia
del primer estro vaginal.
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¢ Peso Relativo de los Ovarios, Masa ovirica y Utero

La administracion de GTD-VE resulté en la disminucion en la masa ovarica,
que es el reflejo del decremento en el peso del ovario derecho, en comparacién al
grupo que solo fue denervado. El peso del Utero incrementd por la administracion
del VE (tabla 11).

Tabla 11. Media + e.e.m. del peso relativo del ovario izquierdo, derecho, masa ovérica
y Utero de ratas tratadas con guanetidina (GTD) o valerato de estradiol-guanetidina
(GTD-VE), autopsiadas el dia del primer estro vaginal.

Peso relativo (mg/100 g pc)
Ovarios Masa Ovérica Utero
Tratamiento n Izquierdo Derecho
GTD 17 17.2+0.8 17.1+ 0.8 34.8+ 1.7 133.8+5.6
GTD-VE 20 16.0+0.7 14.9+0.7 * 29.8+1.1 x 150.9+4.6 *

* p<0.05 vs. GTD-VE (Prueba de “t” de Student).
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RESUMEN DE RESULTADOS

PC EAV PEV

TA, testigo absoluto; AM, aceite de maiz; SS, solucion salina; VE, valerato de
estradiol; GTD, guanetidina; VE-GTD, valerato de estradiol-guanetidina; GTD-VE,
guanetidina-valerato de estradiol; PC, peso corporal; EAV, edad de apartura
vaginal; PEV, primer estro vaginal, TAO, tasa de animales ovulantes; NOL,
namero de ovocitos liberados; E,, estradiol; P4, progesterona; FSH, hormona
foliculo estimulante; LH, hormona luteinizante; MO, masa ovarica; Ol, ovario
izquierdo; A, adelanto; NS, no significativo.
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Discusion

DISCUSION

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que en la rata
puber con SOPQ, ante la falta de la inervacion catecolaminérgica, la inervaciéon
VIPérgica es sobrestimulada, lo que se traduce en una mayor actividad
esteroidogénica del ovario. Aun cuando eliminamos todas las fuentes de
noradrenalina que llegan al ovario, no se restablecid6 la ovulacién, lo que
comprueba el hecho de que el SOPQ es un evento multifactorial, en donde
intervienen factores endocrinos y neurales.

Algunos autores proponen que el SOPQ se produce en respuesta a un
incremento en la concentracion plasmatica de E; (Brawer y col., 1993) y otros que
se produce por hiperactividad de las fibras nerviosas catecolaminérgicas que
arriban al ovario (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003).
Nuestro grupo de trabajo sugiere que el SOPQ es el resultado del aumento de la
actividad de las fibras noradrenérgicas y del VIP, otro neurotransmisor que llega
al ovario por el NOS, ya que con la seccion unilateral de éste nervio, resulté en la
ovulacion solo por parte del ovario que permanecié inervado, aun cuando la
concentracion de NA fue normal, en tanto que el ovario denervado no ovulo y
presenté una menor concentracion de la amina (Linares, 2006).

En la rata hembra, la canalizacién de la vagina es el resultado de la accion
de los estrogenos sobre el tejido vaginal (Ojeda y col., 1994). En la rata tratada
con VE se presenta un incremento en la concentracion sérica de estradiol
(Shulster y col., 1984; Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003) que explica
el adelanto de la pubertad en estos animales. Estas evidencias son similares a lo

que observamos en el presente estudio.

En la rata con SOPQ la inervacion simpatica que transcurre por el NOS,
modula de manera estimulatoria los eventos que conllevan a la canalizacion de la
vagina (Linares, 2006). Estos resultados difieren a los del presente estudio, donde
al eliminar toda la inervacién catecolaminérgica que llega al ovario, por la
administracién de GTD, antes o después de la induccion del sindrome, se produce

adelanto en el inicio de la pubertad. Esta discrepancia podria deberse a que no
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solo eliminamos la informacion que llega por el NOS, sino también la aportada por

el plexo ovarico y la que llega por el torrente sanguineo.

En el presente estudio la administracién de la GTD resulté en adelanto en el
inicio de la pubertad. Esto podria ser explicado por el aumento en la concentracion
de estradiol presente al primer estro vaginal. A diferencia de otros autores que
muestran retraso en la pubertad, acompanado de la disminucién en la
concentracion de estradiol (Lara y col.,, 1990). Esta discrepancia podria ser
atribuida a la dosis utilizada, mientras que el grupo de Lara inyecté 50 mg/kg, en el

presente estudio se inyectd 20 mg/kg.

En nuestros resultados, se observd que en los animales tratados con VE se
incrementd la concentracion sérica de progesterona, lo que se podria explicar por
una mayor actividad de las fibras simpaticas en respuesta a la administracion del
estrégeno, tal y como ya ha sido reportado (Lara y col, 1993; Lara y col., 2002;
Rosa-E-Silva, 2003; Sotomayor-Zarate y col., 2008). Esta interpretacion también
se ve apoyada por los resultados de Weiss y colaboradores (1982), quienes
mostraron que con la estimulacion eléctrica de las fibras simpaticas ovaricas, se
incrementa la produccién de P4. Ellos sugieren que la sintesis de progesterona es
regulada directamente por la inervacion simpatica, donde la influencia puede ser
excitatoria por la activacion de los receptores B-adrenérgicos o de tipo inhibitoria

por la estimulacion de los a-adrenérgicos.

En estudios previos, la denervacion catecolaminérgica realizada a ratas
desde la edad neonata, resulté en la disminucién de la concentracion de P4 (Lara 'y
col., 1990, Rosa-E- Silva 1997), que se explica por la reduccion del numero de
foliculos por ovario y del contenido de receptores B-adrenérgicos en las células de
la granulosa. En nuestros animales, la denervacion por la administracién de GTD
no tuvo efecto en la concentracion de P4 respecto a la del grupo testigo. Esta
diferencia con respecto a lo reportado en la bibliografia podria ser debida a que

ellos utilizaron una dosis mayor de GTD.

Por los resultados obtenidos en el presente estudio sugerimos que la

inervacion vipérgica que llega al ovario por NOS, participa de manera estimulante
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en la secrecién de E; y P4 ya que en los animales con SOPQ que fueron
denervados con GTD antes o después de la administracion de VE, el incremento
en la concentracion de ambas hormonas sobrepasd considerablemente a las
registradas en los grupos tratados soélo con VE o GTD. Estos resultados indican
que en las hembras con el SOPQ, en ausencia de las fibras noradrenérgicas las
fibras peptidérgicas sufren una hiperactivacion que sobrestimula la sintesis de
esteroides.

En las células de la granulosa, el VIP estimula la sintesis del complejo
enzimatico P450 scc, que rompe la cadena lateral del colesterol y facilita su
transformacién a P4 (Davoren y Hsueh, 1985; Trzeciak 1986). Por otro lado, el
grupo de Parra (2007) demostr6 que cuando los ovarios, provenientes de
animales con SOPQ, son cultivados en presencia del VIP la concentracion ovarica
de estradiol se increment6 aproximadamente en un 400%.

Al momento existe controversia de como son los perfiles de gonadotropinas
que caracterizan a los individuos que presentan el SOPQ. Por un lado, se dice que
en la mujer se da un aumento de la frecuencia de los pulsos de la LH,
aproximadamente de 1 pulso por hora, en respuesta al incremento en los pulsos
de GnRH o al aumento en la sensibilidad de la hipdfisis a ésta. En algunas
mujeres se indica que se produce disminucién en los pulsos de la FSH o bien que
no no hay cambios en la concentracion de la hormona (Yen y col., 2001;
McCartney vy col., 2002, Blank y col., 2006). Algunos reportes sefialan que en la
rata adulta, tratada con VE, se da elevacidén en la concentracion sérica de LH
(Shulster y col., 1984; Carriere y col., 1991), mientras que en otros la
concentracion de ambas gonadotropinas disminuye (Hemmings y col., 1983;
Brawer y col., 1986; Rosa-E-Silva y col., 2003).

En nuestra cepa de animales el SOPQ, inducido por la administracion del
VE, resulté en incremento, de la concentracién sérica de LH que no llegé a ser
significativo, a diferencia de lo reportado en la literatura en donde si observan un
claro aumento. La discrepancia se puede atribuir a la edad en la que se evaluo el
sindrome, ya que mientras nosotros sacrificamos los animales al primer estro

vaginal, en la mayoria de los trabajos se evaluan en la etapa adulta.
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Lara y col.,, (1990) encontraron que la denervacion con GTD realizada
desde la etapa neonata, resulta en la disminucidén en la concentracion sérica de
LH en tanto que la de FSH permanece igual. En el presente estudio no se
observaron cambios en la concentracidon de gonadotropinas de las hembras
tratadas con GTD con respecto a su grupo control. Al momento no tenemos
explicacion a esta discrepancia, lo unico que podriamos retomar seria que la dosis

que se empled en ambos estudios fue diferente.

Forneris y Aguado (2002) observaron que en la rata neonata, la seccion
bilateral del NOS resulta en la disminucion de la concentracion de FSH, mientras
que la de LH no cambia. En las hembras denervadas antes o después de la
administracion de VE, la concentracion de FSH disminuyd, mientras que la de LH
disminuye solamente cuando la denervacion se realiza después de la induccién
del sindrome. Los resultados indican que la denervacion trae desajustes en el eje
hipotalamo-hipdfisis y probablemente sea consecuencia de la disminucion en la

secrecion de GnRH a nivel hipotalamico.

En el presente estudio las hembras denervadas con GTD registraron
aumento en el numero de ovocitos liberados por animal ovulante en comparacion
con su grupo testigo. Estos resultados son similares a lo reportado por Flores y
colaboradores (1990), quienes mostraron que la administracion de GTD en la rata
neonata resulta en el incremento en la respuesta ovulatoria al primer estro vaginal.
Todas estas evidencias apoyan la idea de que en la rata puber la inervacion
noradrenérgica participa en los mecanismos que culminan con la ovulacién, al

inhibir la reactividad de los foliculos a las gonadotropinas.

Tal y como ya ha sido reportado, la administracion del VE resulté en el
bloqueo de la ovulacidén (Schulster y col., 1984; Brawer y col., 1986, Barria y col.,
1993; Rosas, 2006). La mayoria de los investigadores plantean que la falta de
ovulacion se debe al incremento en la concentracion de NA ovarica (Laray
col., 1993). Dado que en nuestro modelo experimental se destruyeron de manera
selectiva las fibras simpaticas y se dejaron intactas aquellas que transportan VIP

(Jonhson y col., 1976, Jonhson y Manning 1984; Lara y col., 1990; Rosa-E-Silva y
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col.,, 1997) y no se restablecié la ovulacion en todos los animales, apoyamos la
idea de que el VIP es otro factor que participa en el desarrollo del sindrome, y que
la sola deplecion de NA no es suficiente para restablecer la ovulacion.

La administracién de GTD no modificé la masa ovarica, semejante a lo
reportado por el grupo de Rosa E Silva y col. (1997). Cuando los animales son
denervados antes o después de la induccion del sindrome la masa ovarica fue
menor. Esta disminucién podria estar dada en respuesta a la deplecion de NA,
inducida por la GTD. La respuesta del foliculo ovarico a las gonadotropinas es
menor en ausencia de NA, lo que conlleva a un retraso en el crecimiento de los

foliculos y posiblemente a la ausencia de cuerpos luteos.

El utero es un organo que recibe inervacion simpatica y experimenta
cambios fisiolégicos en respuesta a las variaciones en la concentracion de
hormonas sexuales (Zoubina y col., 1998; 2002). Spratto y Miller en 1968
mostraron que la administracion de 5 diferentes estrégenos trae como resultado el

incremento en el peso del utero de ratas adultas.

En las hembras tratadas con VE el peso del utero no se modificd, no
obstante la elevada concentracion de estradiol. Lo que nos sugiere que el peso del
utero depende ademas de otros factores entre los que podrian estar incluso la
propia inervacion. En apoyo a esta idea, se tiene que en los animales denervados
antes de la induccion del sindrome aumentdé el peso del utero, mientras que
cuando la denervacion se realizd después, el peso del érgano no se modifico. Este
efecto diferencial es independiente de la concentracién de estradiol, ya que en
ambos grupos la concentracion de la hormona fue 600% mayor que en los

animales tratados con el VE o la GTD.

A partir de los resultados obtenidos podemos decir que el VIP participa de
manera estimulante en el desarrollo del SOPQ, ya que al eliminar la inervacién
catecolaminérgica que llega al ovario, dejando solo la informacion peptidérgica,

permanecieron las caracteristicas del sindrome.
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MODELO

En el modelo que se presenta a continuacion, se esquematiza la inervacion
simpatica ovarica que corre a cargo del NOS. La porcion simpatica de la
inervacion extrinseca ovarica proveniente del segmento de T11 a L4 de la cadena
simpatica que hace sinapsis en el ganglio celiaco y llega al ovario transportando
dos neurotransmisores: NA y VIP. En el animal con SOPQ, se observa que con la
denervacion catecolaminérgica, inducida por la administracion de GTD, se
incrementa la capacidad esteroidogénica del ovario ademas de una disminucion
en la concentracion de FSH en tanto que la LH disminuye s6lo cuando se realiza
la denervacion previa a la administracion de VE. Esta elevacion en la
concentracion de gonadotropinas podria deberse a la marcada elevacion en la
concentracion de estradiol, que regularia de manera positiva sobre el hipotalamo
incrementando la sintesis de GnRH o sobre la propia hipofisis. Estas evidencias
apoyan la idea de que la inervacion VIPérgica es la responsable de la elevacion de
la concentracion de esteroides en el sindrome y que es otro de los factores

neuroendocrinos responsable del desarrollo de esta patologia.
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VEd 14

Figura 15. Representacion esquematica de la participacion de la inervacion
VIPérgica en el desarrollo del SOPQ. Nervio Ovarico Superior (NOS), Ganglio
Celiaco (CG), Noradrenalina (NA), guanetidina (GTD), Péptido Intestinal
Vasoactivo (VIP), Estradiol (Ez), Progesterona (P4), Hormona Luteinizante (LH),
Hormona Foliculo Estimulante (FSH), Valerato de Estradiol (VE), Hormona
Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH). La linea punteada delgada representa
la inervacié noradrenérgica, en tanto que la linea punteada gruesa representa la
inervacion VIPérgica; ambas llegan al ovario por NOS. La eliminacién de la
inervacion noradrenergica por la administracion de GTD esta representada por:/ .
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CONCLUSIONES

3 La denervacion simpética, inducida por la GTD, antes o después del
desarrollo del SOPQ resulté en una mayor capacidad esteroidogénica del

ovario.

o3 En los animales con SOPQ la falta de informacion catecolaminérgica,

inducida por la administracion de GTD, adelanto el inicio de la pubertad.

3 La denervacién catecolaminérgica antes o después de la induccion del

SOPQ no restablece la funcién ovulatoria.

o3 Es probable que la regulacion que ejerce VIP sobre la secrecion de estradiol

y progesterona sea estimulante.

o3 A falta de la informacion catecolaminérgica, al parecer el VIP juega un papel

estimulante en el desarrollo del SOPQ.
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PERSPECTIVAS

Analizar la dinamica del crecimiento y diferenciacion de los foliculos
ovaricos, de las ratas con denervacion catecolaminérgica antes o después

de la induccién del sindrome del ovario poliquistico (SOPQ).

= Cuantificar la concentracion de noradrenalina ovarica por HPLC con el fin
de verificar la deplecion de noradrenalina (NA) ovarica por la administracion
de GTD.

» Utilizar el modelo de denervacion catecolaminérgica aplicado en este
estudio y cuantificar la concentracion de VIP con el fin de verificar el papel

del péptido intestinal vasoactivo (VIP) en el desarrollo del SOPQ

» Para dilucidar si el SOPQ se debe a la hiperactivacion de las fibras
VIPérgicas, administrar el péptido directamente al ovario y evaluar la
concentracion de hormonas esteroides y gonadotropinas, asi como la

ovulacion y morfologia ovérica y verificar el desarrollo de la patologia.
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