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RESUMEN

En la rata, el Sindrome del Ovario Poliquistico (SOPQ) se caracteriza por mayor
actividad de las fibras simpéticas que arriban al ovario, via el Nervio Ovérico Superior
(NOS). En el ovario del animal con el SOPQ incrementa el contenido del péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y hay evidencia que llevan a pensar que el VIP puede ser otro de los
factores que contribuye al desarrollo del sindrome.

En el presente estudio se evalud la participacién del VIP en la regulacién de la
secrecién de progesterona, testosterona, estradiol, hormona estimulante del foliculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH) de la rata adulta ciclica. Para ello, se utilizaron ratas hembras de
la cepa ClI-ZV de 60 dias de edad, que en la mafiana del diestro 1, diestro 2, proestro o
estro, fueron inyectadas con 20 ul de VIP (108M) o de solucién salina (SS) en la bursa del
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD). Todos los animales fueron sacrificados a las 24 horas
del tratamiento.

En el dia del diestro 1, la inyeccién de VIP en el Ol resulté en mayor concentracién
de la FSH, en comparacién al grupo con SS. Cuando el péptido se inyecté en la bursa del
OD, la concentracién de FSH fue menor. En diestro 2, la inyeccién de VIP en la bursa del
Ol resulté en mayor concentracién de estradiol, que fue menor cuando el péptido se
inyecté en el OD. En el dia del proestro, los animales inyectados con VIP en el Ol o
derecho mostraron mayor concentracién de estradiol en suero, respecto a su grupo con SS.
La estimulaciéon VIPérgica del Ol de animales en estro resulté en menor concentracién de

testosterona y FSH, en tanto que la LH fue mayor en comparacién al grupo con SS.

A fin de evaluar si la falta de inervacién noradrenérgica (NAérgica) modifica la
reactividad de los ovarios al estimulo con VIP, se utilizaron ratas hembras en el dia del estro
que fueron sometidas a la seccién izquierda (SNOI) o derecha (SNOD) del NOS y en el
mismo acto quirdrgico se les inyecté 20 ul de VIP (108M) o de SS en la bursa del ovario
denervado. Los animales fueron sacrificados a las 24 horas de procedimiento quirdrgico. Las
ratas con SNOD e inyeccién del VIP mostraron mayor concentracién de estradiol que las
ratas con SNOD e inyeccién de SS en la bursa del ovario denervado. No hubo diferencias

en las ratas con SNOI y estimulacién VIPérgica del ovario denervado. Un estudio similar se

Cabsiotls Porsas Crvitlrn fif
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realizé en ratas con SOPQ, inducido por la inyeccién via intraperitoneal (i.p) de una dosis
de 2.0 mg de valerato de estradiol (VE) disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz (Vh), a los 10

dias de edad. Todos los animales fueron sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

La seccidn unilateral del NOS en ratas con SOPQ resulté en mayor concentracién de
estradiol en suero, en comparacién a ratas sin el SOPQ. En los animales con SOPQ
sometidos a la SNOI e inyeccién de VIP en la bursa del Ol, la concentracién de testosterona
fue mayor que la del grupo inyectado con el Vh y sometido a la SNOI y estimulacién del
ovario denervado con VIP. En comparacién a su respectivo grupo Vh, el grupo con SOPQ
més SNOD vy estimulacién VIPérgica del ovario derecho presenté menor concentracién de

progesterona y testosterona, asi como mayor concentracién de estradiol en suero.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata adulta ciclica,
la sensibilidad del ovario al VIP es asimétrica y varia durante el ciclo estral. En el modelo de
la rata con SOPQ, sin inervacién NAérgica, la participacién del VIP en la secrecién de
testosterona es asimétrica y diferente a la del animal con la inervacién ovérica normal.
Tomando en conjunto estos resultados, sugerimos que la participacién del VIP en la
regulacién de las funciones ovdricas se encuentra relacionada con la inervacién NAérgica del

ovario.
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ABSTRACT

In the rat, Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) is characterized by an increase in the
activity of sympathetic fibers arriving to the ovary, via the Superior Ovarian Nerve (SON).
The concentration of the vasoactive intestinal peptide (VIP) is also increased in the ovaries
of rats with PCOS, and there are evidences suggesting that VIP may be another factor

contributing to the development of the syndrome.

In the present study, the participation of VIP in the regulation of progesterone,
testosterone, estradiol, follicle stimulating (FSH) and luteinizing hormone (LH) secretion in
the adult rat during the estrous cycle, was evaluated. Sixty days old female rats of the ClI-
ZV strain, were injected with 20 ul of VIP (108M) or with 20 ul of saline solution (SS) in the
left ovarian bursa (LOB) or right (ROB) at the morning of diestrus 1, diestrus 2, proestrus or

estrus. All animals were sacrificed at 24 hours after treatment.

On diestrus 1, VIP injected into the LOB resulted in higher serum concentration of
FSH than in SS group. The same treatment in the ROB resulted in lower hormone level. On
diestrus 2, VIP injection in the LOB resulted in a higher estradiol concentration and lower
when it was injected in the ROB, than in SS injected animals. On proestrus, VIP injection in
either LOB or ROB resulted in higher levels of estradiol than in SS injected animals. The
VIPergic stimulation in the LOB of animals in estrus resulted in lower testosterone and FSH

and higher LH levels, than in rats injected with SS.

To evaluate if the lack of noradrenergic ovarian innervation modify the reactivity of
the ovaries to the VIP ovarian stimulation, groups of rats at the day of estrus, with
unilateral section of the superior ovarian nerve (SON), were immediately injected with VIP
or SS into the bursa of denervated ovary. The animals were sacrificed 24 h after treatment.
The rats with section of the right SON and VIP injection had higher estradiol than in rats

with section of right SON injected with SS. No differences were observed in rats with the
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section of the left SON. A similar study was performed in 60 days old rats with PCOS
induced by the injection of 2.0 mg. of estradiol valerate (EV) dissolved in 0.1 ml corn oil

(Vh), at 10 days of age. All animals were sacrificed at 24 hours after surgery.

The unilateral section of the SON to rats with PCOS resulted in higher levels of
estradiol, than in rats without PCOS. In animals with PCOS submitted to the section of the
left SON and VIP injection into the left ovary, the testosterone concentration was higher
than in the group without PCOS with section of the left SON injected with VIP. Compared
to their respective Vh group, the group with SOPQ+right SON section and VIP injection

resulted in lower progesterone and testosterone and high estradiol levels.

Present results suggest that in the cyclic adult rat, the ovarian sensitivity to VIP is
asymmetric and varies during the estrous cycle. In rats with PCOS without noradrenergic
innervation, the participation of the VIP in testosterone secretion is asymmetric and
different than an animal with the normal ovarian innervation. Then, the participation of the

VIP in the regulation of ovarian functions is related with noradrenergic ovarian innervation.
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INTRODUCCION

La supervivencia de las especies depende de la produccién de gametos y de su unién
para dar origen a la formacién de un embrién. En este proceso reproductivo, las gdnadas
realizan una doble funcién: producen y liberan gametos maduros, ademés de que secretan
hormonas que regulan la maduracién de los gametos, la funcién de los &rganos

reproductores, la expresién de los caracteres sexuales y la conducta sexual (Arias, 2003).

El proceso reproductivo depende del funcionamiento integrado del sistema nervioso
central y periférico, los ovarios y los érganos blanco de las hormonas gonadales, que se
encuentran vinculados entre si a través de distintos mecanismos de retroalimentacién

(Guyton, 1986; Arias, 2003; Silverthorn, 2008).

El desarrollo de patologias que afectan la funcién reproductiva se ha visto asociado
con la alteracién de alguno de los componentes de regulacién del eje reproductivo. La
principal causa de infertilidad en la mujer es el sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) que
se caracteriza por irregularidad del ciclo menstrual, hiperandrogenismo, anovulacién
crdnica, presencia de quistes foliculares e infertilidad (Franks y col., 2000; Yen, 2001; Hoyt

y Schmidt, 2004; Tsilchorozidou y col., 2004; Franks, 2005).

En las ultimas décadas se han desarrollado diversos modelos experimentales que
buscan dilucidar la etiologia del SOPQ. La administracién de compuestos con actividad
estrogénica como el valerato de estradiol (VE), un estrégeno de larga actividad, induce un
estado anovulatorio con caracteristicas endocrinas y morfoldgicas (Brawer y col., 1978;
1986; Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Rosas, 2006) semejantes a las

observadas en la mujer con SOPQ.
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En la rata, la formacién de quistes foliculares es precedida por mayor afluencia de
noradrenalina (NA) hacia el ovario, mediante el NOS (Lara y col., 1993), via que al ser
eliminada quirdrgicamente y de manera bilateral restablece las funciones ovéricas (Barria y
col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). Esto llevé a postular que en la rata, el SOPQ es el
resultado de una alteracién en la actividad de las fibras NAérgica. No obstante, nuestro
grupo de trabajo mostré que la denervacién catecolaminérgica con guanetidina (GTD) no
restablece la respuesta esteroidogénica del animal con SOPQ, donde la secrecién de

estradiol es incluso mayor que en el animal tratado Gnicamente con VE (Ruiz y col., 2008).

En la rata con SOPQ, la hiperactividad NAérgica (Lara y col., 1993) se acompafa del
incremento del contenido de VIP en el ovario (Parra y col., 2007). Al cultivar los ovarios de
animales con SOPQ en presencia de VIP, se amplifica la biosintesis de andrégenos vy
estradiol (Parra y col., 2007). Estos resultados han sido considerados como evidencia de

que el VIP se encuentra involucrado en el desarrollo del SOPQ.

En el presente estudio se evalué el papel que juega el VIP en las funciones ovéricas del
animal con el SOPQ. Debido a que el NOS es un paquete neural por el que ingresan NA y
VIP al ovario, se realizé la seccién unilateral del NOS y en el mismo acto quirdrgico se
estimuld con el VIP, de manera local, al ovario denervado. Si el desarrollo del SOPQ se
encuentra asociado a la hiperactividad VIPérgica, como fue propuesto por otros
investigadores (Parra y col., 2007; Ruiz y col., 2008), entonces la estimulacién del ovario
con VIP favorecerd la biosintesis de hormonas esteroides, evento que dependerd de la

integridad de la inervacién del ovario.
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Regulacién del Procegso dg Maduracidn

Folicular y de la Ovulacién

El ovario realiza dos funciones, eventos que dependen del crecimiento y la
diferenciacién folicular: 1.- La ovulacién. 2.- La secrecién de hormonas esteroides vy
peptidérgicas, que regulan el ciclo menstrual o estral, el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios, y ejercen diversos efectos tréficos sobre otros érganos y tejidos (S&nchez
Criado, 1999; Arias, 2003).

La ovulaciéon se puede definir como el proceso por el cual el ovario libera hacia el
exterior uno o varios ovocitos capaces de ser fecundados. Es el evento menos frecuente, de
los dos en los que culmina el crecimiento folicular, ya que la mayoria de los foliculos entran

en atresia (Dominguez y col., 1991; Van Voorhis, 1999a).

El anélisis de los factores que regulan la ovulacién se puede dividir en: factores que
modulan el crecimiento y la diferenciacién del foliculo ovérico, y factores que regulan la

expulsiéon del ovocito (Dominguez y col., 1991).

Crecimiento y Maduracién Folicular

El desarrollo folicular se inicia con el crecimiento de los foliculos ovéricos, que puede
o no culminar en la ovulacién (Van Voorhis, 1999a). La mayoria de los foliculos que se
encuentran en el ovario experimentan un proceso natural de degeneracién denominado
atresia, evento que se presenta desde la vida fetal hasta la vida adulta, en cualquier etapa
del desarrollo folicular, donde la tasa mas alta de atresia ocurre en los foliculos antrales
pequefos, justo antes del desarrollo final del foliculo (Dominguez y col., 1991; Greenwald y
Roy, 1994; Van Voorhis, 1999a).
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El foliculo es la unidad anatémico-funcional del ovario. Su funcién es mantener,
nutrir, madurar y liberar al ovocito en el momento en que éste sea capaz de ser fecundado.
Ademads, secreta las hormonas que estimulan el crecimiento y la diferenciacién de los
6rganos del aparato reproductor femenino (Dominguez y col., 1991; Berne y Levy, 2006).
El foliculo ovérico estd formado por: un ovocito, una o varias capas de células de la
granulosa que rodean al ovocito, una ldmina basal y el compartimiento tecal (Dominguez y
col, 1991). Los foliculos ovéricos se clasifican en funcién de su tamafio y complejidad

morfoldgica en:

Foliculos Primordiales. Son los foliculos mas numerosos (figura 1) y constituyen

la reserva de foliculos en reposo.

Estdn conformados por un ovocito primario que se origina a partir de las células
germinales primordiales. Estas células son de origen extragonadal y durante su migracién
desde el epiblasto al ovario, comienzan una fase de proliferacién mitética, momento a
partir del cual reciben el nombre de ovogonias (Carlson, 2009). Al nacimiento, la mayoria
de las ovogonias de los mamiferos han iniciado la primera divisién meidtica que progresa
hasta la etapa de diploteno (o dictioteno, en roedores) de la profase |, que se hace evidente
por la presencia de un nuicleo prominente, la vesicula germinal (VG). Las ovogonias que han
iniciado la meiosis se denominan entonces, ovocitos primarios (Baker, 1982; Dominguez y
col., 1991; Lorenzo, 1992; Carlson, 2009).

Alrededor del ovocito se encuentra una capa de células aplanadas, llamadas
pregranulosas (Guyton, 1986; Greenwald y Roy, 1994). Aquellos ovocitos que no son
rodeados y aislados por las células pregranulosas son destinados a la muerte y eliminados

por medio de los vasos sanguineos (Dominguez y col., 1991; Picton y Gosden, 1999).

Los foliculos presentan una lamina basal que durante el desarrollo folicular se hace
cada vez més prominente y recibe entonces el nombre de membrana basal. Dicha
membrana rodea al estrato granuloso y al ovocito y los separa del compartimiento tecal y
de los vasos sanguineos (Greenwald y Roy, 1994; Berne y Levy, 2006). También actia
como una barrera semipermeable a través de la cual difunden oxigeno, nutrientes y

precursores esteroideos (Dominguez y col., 1991; Oliver y col., 1999).
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Foliculos Primarios. El primer indicio de que los foliculos primordiales han

reactivado su proceso de crecimiento, es el aumento en el tamafio del ovocito (Goldfien y

Monroe, 2000).

Foliculos Estrato Células de
Primordiales o Granuloso  Foliculo  laTeca ¢ 00,
. o * undario i .
% Primario  gyocito ‘,'. ‘ I\ Radiada - Foliculo
% Primario = " erciario

Ligamento

i Ligamento
Utero-ovdrico

Suspensorio

Epitelio 2 3 W It ‘ i : 2 "
Superficial *" 5 - 13 C ~ Rupturadela
o Celémico Pared Folicular

Figura 1. Estructura del ovario que muestra la secuencia de la maduracién folicular,

ovulacién y formacién del cuerpo lateo (Netter, 2003).

En los foliculos primarios (figura 1), las células pregranulosas adoptan una apariencia
cuboidal, momento a partir del cual reciben el nombre de células de la granulosa
(Greenwald y Roy, 1994; Goldfien y Monroe, 2000). Alrededor del ovocito se forma una
membrana translicida y acelular, denominada zona pelucida, que estd constituida por
glucoproteinas fibrilares y glucosaminoglicanos (Picton y Gosden, 1999; Carlson, 2009). Las

microvellosidades del ovocito y de las células de la granulosa tienen estrecho contacto y
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quedan embebidas dentro de la zona peltcida. Los contactos entre el ovocito y las células
de la granulosa son fundamentales para el intercambio metabdlico entre ambas células
(obtencién de aminoécidos, lipidos, carbohidratos, etc.) necesarios para el funcionamiento
del ovocito (Carlson, 2009). Las células mesenquimales del estroma se agrupan alrededor

de la membrana basal y forman la teca (Bergman y col., 1998; Geneser, 2000).

Foliculos Secundarios. Se caracterizan por un estrato granuloso compuesto de
siete a ocho capas (Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy, 1994; Goldfien y Monroe,
2000). A medida que el foliculo aumenta de tamafo, se forman multiples espacios entre las
células de la granulosa (figura 1), que contienen liquido folicular originado por
extravasacién de componentes plasmaticos y por secrecién de las células foliculares
(Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994; Garther y Hiatt, 2008). Las células de la teca
proliferan y se diferencian en dos capas, la interna, cuyas células cuboides reciben
suministro sanguineo y nervioso; y la teca externa, conformada por tejido conectivo, que
contiene abundantes fibras de coldgeno y fibras musculares lisas, que son importantes en la

funcién contréctil (Dominguez y col., 1991; Yao y Bahr, 1999; Oliver y col., 1999).

Foliculos Terciarios, De Graaf o Preovulatorios. Los espacios llenos de liquido
se agrandan y se conjuntan formando una gran cavidad, el antro folicular, que aumenta
de tamafo con el desarrollo del foliculo (Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994; Garther y
Hiatt, 2008). Presentan el camulo oéforo y la corona radiada (figura 1), estructuras que
se originan a partir de células de la granulosa, las cuales proporcionan nutrientes y
numerosos factores necesarios para el crecimiento del ovocito (Dominguez y col., 1991;
Freeman, 1994; Gore-Langton y Armstrong, 1994). En estos foliculos, el ovocito y el cdmulo
odforo son desplazados de modo gradual hacia una posicién excéntrica de la cavidad

folicular (Goldfien y Monroe, 2000; Sanchez-Criado, 1999).
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Regulacion Hormonal del Desarrollo Folicular

La formacién y el crecimiento de los foliculos primordiales es un evento
independiente de las gonadotropinas (LH y FSH) (Dominguez y col., 1991; Van Voorhis,
1999a; Berne y Levy, 2006). Es en el estadio de foliculo primario a partir del cual, el eje
hipotadlamo-hipd&fisis-ovario participa en el proceso de maduracién folicular (Van Voorhis,
1999a). La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es sintetizada por el hipotdlamo
y vertida al sistema porta hipofisiario mediante el cual llega a los gonadotropos en la

adenohipdfisis, donde regula la secrecién de LH y FSH (Silverthorn, 2008).

En las células de la granulosa de foliculos en crecimiento, la FSH estimula la
proliferacién celular y el aumento del tamafio del foliculo, asi como la sintesis de sus
propios receptores y de los receptores a LH. En tales eventos, los estrégenos actian de
manera sinérgica con la FSH. Asimismo, la FSH incrementa la actividad de las aromatasas y
la sintesis de estradiol. En las células de la granulosa, el estradiol aumenta la expresién de
sus receptores. La LH estimula la diferenciacién final del foliculo preovulatorio (Dominguez
y col., 1991; Yao y Bahr, 1999; Yeh y Adashi, 2001; Carlson, 2009).

Las células de la granulosa del foliculo ovérico sintetizan activina e inhibina, hormonas
glucoprotéicas que participan en la regulaciéon del desarrollo folicular (Carlson, 2009). La
activina ejerce un efecto doble: actiia sobre los gonadotropos en la adenohipdfisis, donde
estimula la secrecién de la FSH, y de forma autocrina, estimula la proliferacién mitética de
las células de la granulosa (Van Voorhis, 1999a; Carlson, 2009). La inhibina se sintetiza por
las células del estrato granuloso, en respuesta al estimulo de la FSH. La inhibina en la
adenohipéfisis modula de manera inhibitoria la secreciéon de FSH (Sédnchez Criado, 1999;
Van Voorhis, 1999a; Carlson, 2009).

En la rata, el crecimiento del foliculo dura alrededor de 19 dias, desde que sale del
estado de reposo hasta que culmina con la ovulacién. Esto indica que durante la vida del
foliculo en crecimiento, éste se ve expuesto al menos a cuatro aumentos bruscos en la
concentracién plasmética de LH previo a la ovulacién (“pico” preovulatorio de LH), de tal

forma que después de cuatro ciclos estrales, ocurre la ovulaciéon (Dominguez y col., 1991).
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Regulaciéon Hormonal de la Ovulacién

Una vez que el foliculo en crecimiento ha alcanzado el estadio de preovulatorio, el
“pico” de gonadotropinas desencadena una serie de eventos intrafoliculares que finalizan
con la ruptura del foliculo preovulatorio y la liberacién del ovocito al oviducto (Espey,

1999; Van Voorhis, 1999a). En respuesta al “pico” preovulatorio de LH:

8 El ovocito primario reinicia la meiosis I, lo que se hace evidente por la desapariciéon
de su VG y su nucléolo (Dominguez y col., 1991; Lorenzo, 1992). Al completarse la
primera divisién meidtica, se origina el ovocito secundario que inicia la meiosis Il
hasta la metafase, donde nuevamente se detiene su maduracién. Al momento de la
ovulacién, el ovocito secundario es expulsado y s6lo completa su segunda meiosis en

caso de ocurrir la fecundacién (Dominguez y col., 1991; Carlson, 2009).

o3 Las células de la granulosa sintetizan fibrinolisina (enzima proteolitica) que degrada las
fibras de coldgeno que rodean al foliculo y los desmosomas presentes en las células de
la teca y de la granulosa (Dominguez y col., 1991). Estos eventos debilitan la pared
folicular y ocasionan una mayor distencién del foliculo (Silverthorn, 2008). En la teca
interna ocurre un proceso de isquemia debido a la ruptura de los vasos y la

extravasacién de sangre (Kilen y Schwartz, 1999; Arias, 2003).

38 Las células de la granulosa del foliculo preovulatorio sintetizan prostaglandinas, lo que
conlleva a una respuesta pseudoinflamatoria (Sdnchez-Criado, 1999; Berne y Levy,
2006). Las prostaglandinas estimulan la contraccién de las células musculares lisas de
la teca externa, generando la ruptura de la pared folicular en su punto mas débil, el

estigma (Silverthorn, 2008).

@8 Los foliculos antrales que no son destinados a liberar al ovocito, experimentan atresia

(Feder, 1981).
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El aumento brusco en la concentracién plasmética de FSH, previo a la ovulacién
(“pico” preovulatorio de FSH) estimula la produccién de glucosaminoglicanos que dispersan
al cimulo odéforo (Guyton, 1986; Sanchez-Criado, 1999; Berne y Levy, 2006). Ademés,
estimula en las células de la granulosa la sintesis del activador del plasminégeno que media
la conversiéon de plasminégeno en plasmina. Esta enzima contribuye a la digestion
proteolitica del coldgeno de la pared folicular, con lo que disminuye su rigidez y facilita la

ruptura del foliculo (Dominguez y col., 1991; Yeh y Adashi, 2001).

Finalmente, las células del epitelio superficial que cubren al estigma se rompen vy el
6vulo es expulsado (figura 1), junto con las células de la corona radiada, el cimulo oéforo y

el liquido del antro folicular (Dominguez y col., 1991; Arias, 2003; Silverthorn, 2008).

En las primeras horas que siguen a la liberacién del évulo, los vasos sanguineos
derivados de la teca interna se infiltran en el foliculo colapsado, cuerpo hemorragico
(figura 1), e irrigan a la capa granulosa (Van Voorhis, 1999a; Yao y Bahr, 1999). Las células
de la teca interna comienzan a dividirse e invaden el espacio antral, evento estimulado por
la LH (Silverthorn, 2008). La granulosa y la teca experimentan un proceso de luteinizacion,
que da lugar a la formacién del cuerpo lateo o amarillo (figura 1) (Guyton, 1986; Kilen y

Schwartz, 1999; Silverthorn, 2008).

En rata y el ratdn, el “pico” preovulatorio de LH producido en la tarde del proestro,
ademds de estimular el proceso ovulatorio, provoca la atresia de aquellos foliculos con
antro muy desarrollado que no presentan las condiciones que permitan la ovulacién. En las
mismas horas del proestro se produce el “pico” preovulatorio de FSH y en la mafana del
estro ocurre un segundo “pico” que participa en la selecciéon de los foliculos pequefios con
antro que van a crecer hasta alcanzar el estadio preovulatorio en el préximo ciclo estral

(Dominguez y col., 1991).
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Estructura y Funcién de la Bursa Ovarica

En muchas especies de mamiferos, el ovario se encuentra recubierto por una delgada
membrana peritoneal denominada bursa ovarica, que estructuralmente estd conformada

por tres capas (Martin y col., 1981):

o3 Interna. Es un epitelio discontinuo, orientado hacia el ovario.

o3 Media. Capa de tejido conjuntivo que contiene fibroblastos, células de musculo liso

y vasos sanguineos.

o3 Externa. Epitelio continuo que se encuentra en contacto con la cavidad peritoneal.

La cavidad que se forma entre el ovario y la bursa se denomina cavidad bursal (Li y
col., 2007). Contiene liquido y su volumen es regulado por paquetes de células musculares
lisas. Por estudios realizados con trazadores se observé que la bursa ovérica sélo permite el
intercambio de sustancias entre la cavidad bursal y los vasos sanguineos que se encuentran
ubicados dentro de ella e impide la salida del liquido hacia la cavidad peritoneal (Martin y

col., 1981).

En los roedores, la bursa del ovario juega un papel en el paso de los ovocitos hacia el
oviducto. Segin Vanderhyden y colaboradores (1986), la remocién de la bursa ovérica
resulta en un menor ndmero de ovocitos observados en el oviducto. Los fluidos en la
cavidad bursal con un bajo contenido proteico, proveen a los ovocitos de un

microambiente adecuado durante su transito hacia el oviducto (Shalgi y col., 1977).

Cabsiotls Porsas Crvitlrn 10
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Inervacién Extrinseca del Ovario

La inervacidon extrinseca del ovario esta compuesta en su mayoria por fibras de
naturaleza simpética y sensorial, con algunas fibras parasimpéticas (Burden, 1978). En la
rata, los somas de la inervacién ovérica se encuentran en el ganglio celiaco (GC), el ganglio
mesentérico y los nervios esplanicos lumbares. El CG, localizado en la pared ventral de la
aorta abdominal (Anesetti y col., 2009), se conecta con otros nervios a través de paquetes

ganglionares (Baljet y Drukker, 1980; Isomura y col., 1985).

El ovario recibe fibras nerviosas no mielinizadas (Carr, 1999). Los componentes que lo
inervan son el nervio vago (NV), el plexo ovérico (PO) y el NOS (Burden, 1978; Lawrence

y Burden, 1980).

Nervio Vago. Es un nervio mixto que contiene en su mayoria fibras de naturaleza
parasimpética (75%), asi como algunas fibras sensoriales y motoras. Este paquete neural
transporta acetilcolina, sustancia P (SP) y en menor proporcién VIP y somatostatina. Los
somas de las neuronas del NV, se localizan en el ganglio nodoso y en las células

ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos T10 a L2 (Burden y col., 1983).

Plexo Ovarico. Contiene en su mayoria fibras de naturaleza sensorial (Burden, 1978)
que aportan al ovario SP y el péptido relacionado con el gen que codifica a la calcitonina
(CGRP) (Dees y col., 1986; Klein y Burden, 1988). Algunas de sus fibras son de naturaleza
simpética y transportan NA y neuropéptido Y (NPY), los cuales pueden ser sintetizados por
una misma fibra. Las fibras nerviosas del PO (figura 2) corren a lo largo de la arteria ovérica
(Lawrence y Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999). La inervacién sensorial del ovario, deriva
del ganglio nodoso y del ganglio dorsal, que se localizan entre el segmento toracico caudal
(T9-T11) y el segmento lumbar craneal (L2-L4) de la médula espinal (Burden, 1978; Burden,
1985).

Cabsiotls Porsas Crvitlrn i
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Nervio Ovarico Superior. Posee axones de naturaleza simpdtica asociados al
ligamento suspensorio (figura 2) y embebidos en una fina matriz de tejido conectivo.
Aporta catecolaminas y VIP a los compartimientos ovéricos. La porcidn simpética de la
inervacién ovaérica se origina en los segmentos T11 a L4 de la médula espinal y hace sinapsis
en los ganglios celiaco y mesentérico superior (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980;

Burden, 1985; Dissen y Ojeda, 1999).

Las fibras del NOS inervan el ovario, el oviducto y el Gtero. En el ovario, las
terminaciones nerviosas del NOS se encuentran asociadas a la vasculatura, rodean a los
foliculos en desarrollo e inervan células de la teca y de la gldndula intersticial. El cuerpo
lateo y la capa de células granulosas carecen de inervacién, no obstante responden ante un
estimulo catecolaminérgico, debido a la presencia de receptores B-adrenérgicos (Lawrence y

Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999).
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Figura 2. Trayectoria que sigue el Nervio Ovérico Superior y el Plexo Ovérico, desde su origen
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Participacion de la Inervacion en el Crecimiento

Folicular y la Ovulacién

En el ovario de la rata, el desarrollo de la inervacién ocurre antes del proceso de
foliculogénesis (Malamed y col., 1992). La formacién de foliculos se inicia cerca de la regién
medular del ovario, donde se localiza la mayoria de la inervacién (Hirshfield, 1991). Esto ha
llevado a sugerir que existe una estrecha relacién entre la distribucién de las fibras nerviosas
y el inicio de la foliculogénesis (Dissen y Ojeda, 1999). Un estudio mostré que el estimulo
NAérgico y VIPérgico es necesario para que el foliculo primordial adquiera su capacidad de

respuesta a las gonadotropinas e inicie su crecimiento (Mayerhofer y col., 1997).

En la rata, la pérdida de inervacién simpética por la administracién crénica de GTD,
un neurotdxico de las neuronas simpéticas (Lara y col., 1990b), o de anticuerpos para el
factor de crecimiento neural (NGF) (Lara y col., 1990a) resulta en la alteracién de la
poblacién folicular total, con el incremento del nimero de foliculos antrales pequefios y
disminucién de los foliculos antrales grandes. El tratamiento con GTD ocasiona ademaés, la
disminucién de los foliculos preantrales y de la poblacién folicular total (Lara y col., 1990b),
contrario al tratamiento con anticuerpos para el NGF, que los incrementa (Lara y col.,
1990a). Tales diferencias fueron atribuidas al hecho de que los anticuerpos para el NGF

afectan el desarrollo de las fibras simpéticas y sensoriales (Lara y col., 1990b).

La seccidon bilateral del NOS en la rata prepuiber (Selstam y col., 1985) o adulta
(Aguado y Ojeda, 1984a), no modifica la respuesta ovulatoria. Esto llevé a los autores a
sugerir que la inervacién simpética de la génada no participa en la regulacién de la
ovulacién. Sin embargo, cuando se realiza la seccién unilateral del NOS en la rata prepuber,
el ovario denervado libera menor nimero de ovocitos (Morales y col., 1993), evento que
no se restablece ain después de la administracién de gonadotropinas (Morales y col., 1998),
lo cual apoya la idea de que la inervacién simpética modula la respuesta del foliculo a las
gonadotropinas. Debido a que ante la seccién unilateral del NOS incrementa el niGmero de
ovocitos liberados por la génada inervada (Morales y col., 1993), se postulé que existe una
via de comunicacién neural entre los ovarios (Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993,
1998) que podria estar dada por el NOS (Moréan y col., 2005).

Cabsiotls Porsas Crvitlrn 3
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Regulacion del Proegso
Esteroidog¢nico del Ovario

El ovario sintetiza tres clases de hormonas esteroides sexuales: progestinas
(pregnenolona, 17a-hidroxiprogesterona y progesterona); andrégenos (androstenediona y
testosterona) y estrégenos (estrona y 17-estradiol) (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Van

Voorhis, 1999b; Goldfien y Monroe, 2000).

Todas las hormonas esteroides son sintetizadas a partir del colesterol, compuesto de
27 atomos de carbono, que es transportado en el plasma sanguineo por lipoproteinas de
baja densidad (Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b;
Sanchez Criado, 1999; Goldfien y Monroe, 2000).

En la mitocondria de las células foliculares, el colesterol es convertido a pregnenolona
(figura 3), por accién del citocromo P450scc, enzima que rompe la cadena lateral del
colesterol (Van Voorhis, 1999b). Una vez sintetizada la pregnenolona, su metabolismo
puede seguir dos vias alternas. En la primer via, denominada A4 (figura 3), la pregnenolona
es convertida a progesterona por actividad de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3p-HSD) localizada en el reticulo endoplédsmico liso de las células tecales, granulosas y
luteales. Por lo general, esta ruta se realiza en el cuerpo liteo (Gore-Langton y Armstrong,

1994; Van Voorhis, 1999b; Sanchez-Criado, 1999).

La segunda ruta metabdlica de la pregnenolona, nombrada via A5 (figura 3), es
utilizada en su mayoria por las células de la teca, y se lleva a cabo dentro del reticulo
endoplasmico liso. En esta ruta, las enzimas 17a-hidroxilasa y la 17, 20 liasa convierten la
pregnenolona a dehidroepiandrosterona (DHEA), que por actividad de la 3B-HSD, seré
transformada posteriormente en androstenediona. Por ultimo, la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17p-HSD) interviene en la conversién de la androstenediona a testosterona

(Pedernera, 1993; Van Voorhis, 1999b).
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Una vez que los andrégenos son sintetizados por las células de la teca interna,
difunden a través de la membrana basal y son captados por las células de la granulosa,
donde ingresan al reticulo endoplésmico liso y por accién de las aromatasas son convertidos
en estrégenos (figura 3). Posteriormente son vertidos al torrente sanguineo de la vena

ovérica o al liquido folicular (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b;
Sédnchez-Criado, 1999).

Mitocondria

Adenilato
Ciclasa Colesterol

- P450 scc l

Pregnenolona

Membrana Basal

Aromatasas

170150/ [i70-+s0]

Adenilato
Ciclasa

( aal Liquido Folicular )

Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides en las células de la teca y la granulosa. R, receptor; LH,
hormona luteinizante; FSH, hormona estimulante del foliculo; ATP, adenosin trifosfato; AMPc,
adenosin monofosfato ciclico (Modificado de Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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El foliculo dominante posee un gran ndmero de células de la granulosa, de ahi su
capacidad de secretar cerca del 90% del estradiol circulante (Van Voorhis, 1999b). En la
rata, la sintesis de hormonas esteroides depende de la capacidad de biosintesis de cada
ovario, donde el izquierdo secreta mayor cantidad de progesterona (Flores y col., 2005),
testosterona (Flores y col., 2006) y estradiol (Cruz y col., 2006) que el ovario derecho.
Durante el ciclo estral, son las glandulas adrenales la principal fuente de progesterona,
excepto en la etapa del diestro 1, donde su sintesis proviene principalmente del cuerpo

lateo (Flores y col., 2008).

Las hormonas esteroides que sintetiza el ovario ejercen diversos efectos tréficos sobre
sus 6rganos o tejidos blanco (S&nchez-Criado, 1999). En la vagina, causan cambios ciclicos
de su citologia (Feder, 1981; Sadnchez-Criado, 1999; Kilen y Schwartz, 1999). Asi, el aumento
en la concentracién de estradiol que se presenta en el diestro 2 y proestro se acompania,
aunque no de manera inmediata, de la presencia de células epiteliales escamosas que
corresponden a un estro vaginal. En ratas ovariectomizadas se ha observado que la
administracién de 17B-estradiol induce cornificacién vaginal, evento que parece requerir
entre 48 y 72 horas para que el epitelio vaginal prolifere y se presenten células escamosas

(Feder, 1981).
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Regulaciéon Hormonal de la Esteroidogénesis

La secrecién de estradiol requiere de la cooperacién entre dos tipos celulares, las
células de la teca y la granulosa, cuya funcién esteroidogénica se encuentra regulada por la
accion de las gonadotropinas (Gore-Langton y Armstrong, 1994). La LH y la FSH tienen
receptores transmembranales en las células foliculares. Cuando las gonadotropinas (primer
mensajero) se unen a su receptor, acoplado a la proteina G, se activa la enzima adenilato
ciclasa (figura 3) que induce la transformacién de adenosin trifosfato (ATP) en adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). Este altimo acttia como el segundo mensajero que activa la via

de la fosfokinasa A en las células foliculares (Van Voorhis, 1999a, b; Arias, 2003).

En células de la teca, la LH activa su receptor y con ello aumenta la recaptura del
colesterol y la actividad enzimética, lo que favorece una mayor sintesis de progesterona y
andrégenos (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Van Voorhis, 1999a, b; Yeh y Adashi, 2001).
A partir del estadio primario, las células de la granulosa expresan receptores a FSH y su
activacién favorece la transcripcién y sintesis de las aromatasas (Gore-Langton y Armstrong,

1994; Van Voorhis, 1999a, b).

La accién conjunta del estradiol y la FSH sobre las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio, estimula la formacién de receptores a LH, lo que aumenta la sensibilidad del
foliculo al “pico” preovulatorio de la gonadotropina (Gore-Langton y Armstrong, 1994;

Van Voorhis, 1999a, b; Carlson, 2009).

Cabsiods Dooas Canrillrn 17



-_—

Participacion de la Inervacién en la Regulaciéon

de la Esteroidogénesis

El VIP y la NA son dos neurotransmisores que estimulan la esteroidogénesis del ovario
(Dissen y Ojeda, 1999). La activacién de los receptores Vipérgicos incrementa la secrecién
de progesterona, andrégenos y estradiol (Ahmed y col., 1986; Parra y col., 2007), a
diferencia de la noradrenalina que sélo estimulan la secrecién de progesterona y de

andrégenos (Aguado y Ojeda 1984b; Dyer y Erickson, 1985; Barria y col., 1993).

El grupo de Weiss (1982) mostré que en la rata adulta, la estimulacién eléctrica del
NOS inhibe la secrecién de progesterona a través de la activacién de los receptores

a-adrenérgicos, contrario a lo que sucede al activar los receptores 3, que la incrementan.

Cuando las células de la granulosa o las tecales-intersticiales son cultivadas en
presencia de un agonista B-adrenérgico, la secrecién de progesterona y androstenediona
(Aguado y Ojeda, 1984b; Dyer y Erickson, 1985) incrementa, sélo cuando estas células son
preincubadas con gonadotropinas. Estas evidencias apoyan la idea de que las catecolaminas
modulan la respuesta de las células de foliculares a las gonadotropinas (Dominguez y col.,

1991; Dissen y Ojeda, 1999).

La seccién unilateral (Chévez y col., 1994) o bilateral del NOS (Aguado y Ojeda,
1984b) disminuye la concentracién de NA en el ovario, evento que altera la concentracién

sérica de hormonas esteroides en suero (Aguado y Ojeda, 1984a; Morén y col., 2000).

La estimulacién in vitro del GC con agentes colinérgicos o adrenérgicos modula de
forma diferente la secrecién de progesterona, androstenediona y estradiol durante el ciclo

estral de la rata (Sosa y col., 2004; Delgado y col., 2010).
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Secrecion, Metabolismo y Excrecién de las
Hormonas Esteroides

La naturaleza lipofilica de las hormonas esteroides provoca que una vez sintetizadas,
no sean almacenadas por mucho tiempo y difundan a través de la membrana celular hacia
el torrente sanguineo de la vena ovérica (Tresguerres, 1999). Una vez secretadas, las
hormonas circulan por el plasma unidas a proteinas trasportadoras especificas o no
especificas (albumina). Estas proteinas cumplen dos funciones: solubilizan las sustancias
lipoides en el plasma y permiten la creacién de una especie de “reserva circulante”, ya que
las hormonas unidas a una proteina transportadora no son biolégicamente activas pero
tampoco son metabolizadas (Tresguerres, 1999; Greenspan y Strewler, 2000).

El estradiol y la testosterona se unen principalmente a la globulina fijadora de
hormonas sexuales (SHBG). La sintesis de la SHBG en el higado es estimulada por el
estradiol e inhibida por la testosterona. La progesterona también es transportada por la
SHBG, aunque su afinidad es mayor por la globulina fijadora de corticosteroides
(Greenspan y Strewler, 2000).

El ovario y las adrenales son las principales gldndulas productoras de hormonas
esteroides, aunque parte de los andrégenos y estrégenos pueden formarse a partir de la
conversién periférica de precursores esteroideos (Greenspan y Strewler, 2000). La
concentracién total de las hormonas en la circulacién sanguinea es el resultado de: 1) el
proceso secretor que realiza la glandula, 2) la sintesis que ocurre en otros sitios a partir de
precursores circulantes y 3) la hormona que se obtiene de sus posibles transformaciones
metabdlicas (Tresguerres, 1999; Greenspan y Strewler, 2000).

La degradacién metabdlica de las hormonas esteroides ocurre por medio de enzimas
que realizan procesos de oxidacién-reduccién o de adicién de grupos funcionales. El higado
es el lugar donde se lleva a cabo el metabolismo de précticamente todas las hormonas,
donde son conjugadas con el acido glucorénico y con grupos sulfato. En el higado, la
progesterona es metabolizada hasta pregnandiol, mientras que el estradiol y la estrona, son
convertidos a estriol, una forma casi inactiva (Guyton, 1986; Greenspan y Strewler, 2000).
Una vez que las hormonas esteroides son convertidas a una forma biolégicamente inactiva,
la gran mayoria son eliminadas por la orina y el resto por medio de la bilis (Guyton, 1986;
Tresguerres, 1999).
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Participaciéon del P¢ptido Intgstinal Vasoactivo ¢gn la

Regulacién de las Funciongs Gonadales

El VIP estd conformado por 28 aminodcidos (Said y Mutt, 1970). Tiene diversos
efectos bioldgicos como la vasodilatacién, la relajacion del musculo liso gastrointestinal y la
estimulacién de la secrecién de hormonas pancreéticas, adenohipofisiarias (Onoue y col.,

2008) y ovéricas (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986).

Las fibras VIPérgicas se han observado en estructuras del sistema nervioso central
como el hipotélamo, la adenohipdfisis y el sistema porta-hipofisiario (Besson y col., 1979;
Said y Porter, 1979), asi como en el tracto genital femenino en asociacién con vasos

sanguineos, el estroma ovarico y el Gtero (Larsson y col., 1977; Alm y col., 1980a, b).

Los efectos del VIP sobre sus células blanco son mediados a través de su interaccién
con dos tipos de receptores, el VPACI (Ishihara y col., 1992) y el VPAC2 (Lutz y col., 1993).
Ambos, son receptores transmembranales acoplados a la proteina G (Laburthe y col., 1996)
que activan la via del adenilato ciclasa e inducen la produccién de AMPc (figura 4) (Vaccari

y col., 2006; Onoue y col., 2008).

Los receptores VIPérgicos se expresan en el ovario de la rata desde la etapa neonatal y
varfan a lo largo del desarrollo del animal (Vaccari y col., 2006). En el foliculo ovérico, el
receptor VPACT se localiza en células teco-intersticiales, en tanto que el VPAC2 tiene una
mayor distribucién sobre la pared folicular, al presentarse tanto en el estrato granuloso
(Gras y col., 2000; Vaccari y col., 2006) como en las células teco-intersticiales (figura 4)

(Vaccari y col., 2006).
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En el ovario, el VIP tiene un doble origen: el intrinseco, sintetizado de manera local
(Gozes y Tsafriri, 1986; Hulshof y col., 1994) y el extrinseco, que proveniente de fibras
nerviosas simpaticas que ingresan a la génada (Dees y col., 1986). La expresién del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) del VIP en los ovarios de ratas juveniles evidencia la sintesis
local del péptido en la génada (Gozes y Tsafriri, 1986). Algunos autores han descartado que
provenga de fibras VIPérgicas intrinsecas dada su ausencia dentro de ganglios ovéricos
(Ahmed y col., 1986). No obstante, es posible que el VIP sea sintetizado en otro tipo celular
y no propiamente en neuronas. Por estudios realizados en ovarios bovinos se observé que
las células de la granulosa de foliculos preovulatorios sanos presentan inmunoreactividad al
VIP, lo que podria indicar que el estrato granuloso es el sitio de sintesis del péptido

(Hulshof y col., 1994).

Las fibras VIPérgica que recibe el ovario son aportadas en su mayoria por el NOS. En
1986, el grupo de Dees mostré que al realizar la seccién bilateral del NOS, las fibras
positivas al VIP desaparecen en su totalidad, a diferencia de lo que ocurre ante la seccién
bilateral del NV o del PO, que no modifican la cantidad de tales fibras en el ovario. Sin
embargo, no descartan que algunas fibras vagales transporten al neuropéptido, tal y como
ha sido mostrado (Said y Rosenberg, 1976) y que posiblemente su baja densidad en el NV
sea la razén de que no hayan sido detectadas por técnicas de inmunohistoquimica (Dees y

col., 1986).

En la rata, las fibras VIPérgicas se encuentran alrededor de foliculos preantrales y
antrales asociadas a la capa tecal y a la glandula intersticial (Ahmed y col., 1986). En el caso
de las aves, el compartimiento tecal del ovario de gallina, recibe proyecciones tanto en la
capa externa como interna, en tanto que el estrato granuloso carece de tal inervacién
(Johnson y col., 1994). Asimismo, las fibras VIPérgicas se encuentran frecuentemente
asociadas con la tunica adventicia de las vénulas y ocasionalmente se observan préximas a

pequefas arterias (Ahmed y col., 1986).
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El empleo de modelos in vivo e in vitro, ha permitido analizar la participacién del VIP
como un potente estimulador de la esteroidogénesis. En la coneja, la administracion
intravenosa de VIP estimula un rédpido incremento en la concentracién plasmatica de
progesterona (Fredericks y col., 1983). Cuando se cultivan células de la granulosa de ovarios
de ratas juveniles en presencia de VIP, incrementa la sintesis de progestinas y estradiol de
manera dosis-dependiente (Davoren y Hsueh, 1985). En tanto que, las células tecales de
foliculos preovulatorios del ovario de gallina, responden al estimulo VIPérgico produciendo

androstenediona (Tilly y Johnson, 1989).

La participacién del VIP en la regulaciéon de la esteroidogénesis ovérica es el resultado del

efecto que ejerce sobre la actividad enzimética (figura 4) donde:

@38 Incrementa la actividad del complejo enzimatico P450scc, enzima limitante en la
biosintesis de esteroides ovdéricos, que cataliza la conversiébn de colesterol a

pregnenolona (Trzeciak y col., 1986; Johnson y col., 1994).

g Estimula una mayor actividad de la enzima 3p-HSD y disminuye la actividad de la
200-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a-HSD) (Davoren y Hsueh, 1985). La
200-HSD reduce los compuestos de 21 carbonos a sus correspondientes derivados
20-hidroxi, por lo que transforma la progesterona en 20a-hidroxiprogesterona
(Gore-Langton y Armstrong, 1994; Greenwald y Roy, 1994). Tales eventos en
conjunto, dirigen la biosintesis de hormonas esteroides hacia una mayor produccién

de progesterona (Davoren y Hsueh, 1985).

©3 Favorece el aumento del ARNm que codifica para la enzima 17a-hidroxilasa,
evento que se acompana de una mayor biosintesis de androstenediona (Johnson vy

col., 1994).
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3 Estimula la actividad de las aromatasas (George y Ojeda, 1987) lo que conlleva al

aumento de estradiol (Ahmed y col., 1986; Parra y col., 2007).

Colesterol
Adenilato , P450 scc l (+) Citoplasma
Ciclasa

Pregnenolona

3B-HSD
REL b 20-dihidro-

Progesterona

]
170-hidroxilasa ,l (+) I

17 a-hidroxiprogesterona

progesterona

17,20 liasa

. N
Androstenediona VPAC2 \\VIP
17B-HSD 1

Testosterona

Células de la Teca

Membrana Basal

VPAC2 VIP

[170-vs0] | [7-vso] |
|

Adenilato
Ciclasa

( Liquido Folicular )

Figura 4. Efectos del VIP sobre las células de la teca y la granulosa. La unién del VIP a su receptor
VPACI o VPAC2 estimula (+) o inhibe (-) la actividad de ciertas enzimas que participan
en la esteroidogénesis ovérica. M, mitocondria; REL, reticulo endoplasmico liso;

ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato ciclico.
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En la rata, la formacién de los foliculos ocurre en las primeras 36 horas de vida
postnatal (Rajah y col, 1992; Malamed y col., 1992). Los foliculos primordiales recién
formados comienzan a crecer y experimentan un proceso de diferenciacién durante el cual
adquieren receptores a gonadotropinas y su capacidad de responder a las mismas (Smith-
White y Ojeda, 1981; Richards y col., 1987; Hirshfield, 1991). El grupo de Mayerhofer en
1997 mostré que en ovarios de ratas neonatas de dos dias de edad, el VIP y la NA
contribuyen en la diferenciacién de los foliculos primordiales al inducir la formacién de
receptores a FSH, los cuales son biolégicamente activos dada su capacidad para estimular la

sintesis de AMPc.

Por estudios morfolégico y bioquimico de foliculos antrales y células de la granulosa
aisladas en presencia de VIP (Flaws y col., 1995; Cecconi y col., 2004; Vaccari y col., 2006),
se ha mostrado que el péptido tiene un papel antiapoptético y antiatretogénico. El grupo
de Flaws (1995) mostré que la accién del VIP como inhibidor de la apoptosis (muerte
celular programada) es mediado por la activacién de la via del AMPc y sugirieron que su

accion regula las endonucleasas apoptéticas que son las responsables de la ruptura del ADN.

Algunas evidencias indican que el VIP posiblemente favorece el riego sanguineo del
ovario y por ende la exposicién del foliculo preovulatorio a las gonadotropinas, tales
como: la presencia de fibras nerviosas VIPérgicas (Ahmed y col., 1986; Schmidt y col., 1990)
y de receptores a VIP alrededor de los vasos sanguineos (Vaccari y col., 2006), la sintesis del
VIP por células de la granulosa de foliculos preovulatorios (Hulshof y col., 1994) y su efecto
vasodilatador (Said, 1980). Asimismo, se ha sugerido que el VIP participa en los eventos
previos al proceso ovulatorio. El VIP estimula la maduracién del ovocito (Tornell y col.,
1988) e incrementa la sintesis del activador del plasminégeno en el complejo cimulo-

ovocito y en el estrato granuloso (Liu y col., 1987). Cuando los ovarios de ratas prepuberes
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mantenidos in vitro, son perfundidos con VIP se induce la ovulacién en el 100% de los
ovarios, aunque el nimero de ovocitos liberados resulta ser menor que el estimulado por la

LH (Schmidt y col., 1990).

La accién del VIP en las funciones del ovario es mediada por el sistema del segundo
mensajero AMPc-proteina kinasa A (Davoren y Hsueh, 1985; George y Ojeda, 1987;
Johnson y col., 1994; Romero y col., 2002). Al cultivar células de la granulosa con VIP y un
inhibidor de la fosfodiesterasa (enzima que degrada el AMPc), se prolonga la presencia de
AMPc y con ello se potencializa el efecto del VIP en la esteroidogénesis (Davoren y Hsueh,

1985).
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dindromg del Ovario Poliquistico

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es un desorden endocrino y metabdlico
que afecta del 6 al 10% de la poblacién femenina en edad reproductiva (Hoyt y Schmidt,
2004; Tsilchorozidou y col., 2004). Se caracteriza por infertilidad, irregularidad del ciclo
menstrual, hiperandrogenismo, alteraciones en la ovulacién, formacién de quistes
foliculares, una mayor concentracién de LH y menor o normal de FSH (Malacara, 1990;
Franks y col., 2000; Yen, 2001; Franks, 2005). En las pacientes con SOPQ se incrementa el
riesgo de desarrollar dislipidemia, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y céncer

endometrial, ovéarico o de mama (Yen, 2001; Hoyt y Schmidt, 2004; Franks, 2005).

Para el estudio de la fisiopatologia del SOPQ se han desarrollado diversos modelos
experimentales (Singh, 2005), cada uno de los cuales ha permitido evaluar diferentes

aspectos de la patologia del SOPQ que se observan en la mujer.

El uso de andrégenos como el propionato de testosterona induce el desarrollo del
ovario poliquistico (OPQ), sin embargo su efecto depende de la edad del animal, ya que el
OPQ Unicamente se desarrolla cuando los animales son inyectados a los 9 dias de vida. En
este modelo experimental no se modifica la concentracién de FSH, estradiol o testosterona
en suero (Tamura y col., 2005). El grupo de Manneras (2007) utilizé el modelo del animal
androgenizado con dihidrotestosterona (DHT, andrégeno no aromatizable) o tratado con
letrozol (inhibidor de las aromatasas) y observé que en ambos casos se desarrolla el OPQ
que se acompafia de una condicibn de diestro constante, baja concentracién de
progesterona, sin modificacién de estradiol en suero y donde sélo la inyeccion de letrozol
resulta en el incremento de testosterona. Aln cuando en el animal con SOPQ, inducido por
la inyeccién de DHT, no presenta hiperandrogenismo o hiperestrogenismo, este modelo
animal ha sido utilizado debido a que en él se han observado alteraciones metabdlicas tales

como el incremento en la concentracion de insulina plasmatica y la resistencia a la insulina,
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que se acompafan de una acumulacién de tejido adiposo subcutédneo e intraabdominal

(Manneras y col., 2007).

Otro de los modelos utilizados para el estudio del SOPQ es el del animal expuesto a
luz constante y el del animal tratado con ACTH (hormona adenocorticotrépica) (Baravalle
y col., 2007). Ambos modelos han sido utilizados para evaluar la participacion del estrés en
el desarrollo del OPQ. El grupo de Baravalle (2007) mostré que la inyeccién crénica de
ACTH no induce la morfologia del OPQ, a diferencia de lo que ocurre cuando los animales
son expuestos a luz constante donde la morfologia del ovario se caracteriza por la presencia
de quistes foliculares, hiperplasia de la gldndula intersticial y ausencia de cuerpos lateos. En
estos animales disminuye la concentracién de gonadotropinas y testosterona en suero, sin

modificar progesterona ni estradiol.

En la mujer, una de las caracteristicas del SOPQ es la falta de ovulacién. En el
laboratorio uno de los modelos que més se asemeja es en el que se induce el sindrome por
la administracién del valerato de estradiol (VE) (Brawer y col., 1986), un estrégeno de larga
actividad que tiene vida media de 15 dias (Rosa-E-Silva y col., 2003). Estos animales se
caracterizan por presentar concentraciones variables de gonadotropinas (Schulster y col.,
1984; Brawer y col., 1986), elevada concentracion de estradiol y andrdégenos, que se
acompafian de la formacién de quistes foliculares, anovulacién y alteracién del ciclo estral,
con periodos prolongados de estro (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y
col., 2003; Rosas, 2006; Morales-Ledesma y col., 2010). En este modelo animal no se
desarrollan alteraciones metabdlicas (Stener-Victorin y col., 2005; Sotomayor-Zarate y col.,

2008).

En la rata se ha sugerido que el SOPQ resulta de una mayor actividad de las fibras
simpéticas que llegan al ovario, via el NOS. Esto es evidenciado por el incremento en la
capacidad de las terminales nerviosas para incorporar y liberar NA (Lara y col., 1993), asi

como por mayor contenido del neurotransmisor en el ovario (Barria y col., 1993; Lara y
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col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). Tales alteraciones preceden la formacién de quistes
foliculares (Lara y col., 1993). Cuando los animales con SOPQ son sometidos a la seccidon
bilateral del NOS, se normaliza el ciclo estral, la ovulacién y la esteroidogénesis (Barria y
col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). Sin embargo, al realizar la seccién unilateral del NOS,
se restablece la ovulacién en el ovario inervado, lo que no sucede en el denervado, que
mantiene su condicién quistica aun cuando el contenido de noradrenalina ha disminuido

significativamente (Morales-Ledesma y col., 2010).

En la rata adulta tratada con VE, se incrementa el contenido de NGF (Lara y col.,
2000; Stener-Victorin y col., 2000; Parra y col., 2007) y su receptor de baja afinidad, el
p75 (Lara y col.,, 2000). En estos animales, al bloquear la accién del NGF mediante
anticuerpos, se restablece el ciclo estral asi como la poblacién de foliculos antrales sanos,
disminuye la presencia de prequistes y quistes foliculares, y se observan nuevamente cuerpos
lateos, estructura indicativa del restablecimiento de la funcién ovulatoria (Lara y col.,
2000). El grupo de Dissen (2000) mostré que en la rata intacta la inyeccién en el ovario de
células modificadas genéticamente para producir NGF, resulta en la alteracién del ciclo
estral, caracterizado por un mayor numero de dias en estro, se forman prequistes,
disminuye la poblacién de foliculos antrales sanos, se observan quistes (aunque su ndmero
es semejante al del control) e incrementa la sintesis de androstenediona. Estas evidencias
llevaron a sugerir que en la rata, el incremento intraovarico de NGF es suficiente para
iniciar algunas de las alteraciones estructurales y funcionales que caracterizan al SOPQ

(Dissen y col., 2000; Lara y col., 2000).

El mecanismo por el que se ha explicado que el NGF, sintetizado en las células de la
teca (Dissen y col., 1996), induce la hiperactividad de las fibras simpéaticas (Dissen y col.,
2000; Lara y col., 2000) es el siguiente: el NGF se une a su receptor transmembranal, el
p75, localizado en el botdén terminal de las células nerviosas (Anesetti y col., 2009).

Localmente, el NGF inicia una serie de reacciones bioquimicas y envia informacién de
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manera retrégrada hasta el ntcleo del soma neuronal (Ye y col., 2003), que se encuentra en
el GC (Dissen y Ojeda, 1999). Estas sefiales modifican la expresiéon de genes que codifican
para ciertas proteinas (Campenot y Maclnnis, 2004) como la tiroxina hidroxilasa (TH),
enzima limitante en la biosintesis de NA. Una mayor influencia neurotréfica favorece el
desarrollo del SOPQ al incrementar la actividad de las fibras simpéticas (Lara y col., 2000;

Greiner y col., 2005).

En la rata con el SOPQ, repetidos tratamientos de electro-acupuntura en los
segmentos somaticos que corresponde a la inervacién de los ovarios (T12-L2, $2-4),
disminuyen la concentracién ovérica de NGF y la hiperactividad de las fibras simpéticas,

aunque no modifican la morfologia de la génada (Stener-Victorin y col., 2000).

En el animal con SOPQ, la seccién unilateral (Morales-Ledesma y col., 2010) o
bilateral del NOS (Rosa-E-Silva y col., 2003) disminuye la concentracién de estradiol en
plasma, contrario a lo que sucede ante la denervacién catecolaminérgica con GTD, donde
la concentracion del estrégeno se mantiene elevada (Ruiz y col., 2008). El grupo de Parra
(2007) recientemente mostrd que 60 dias después de la administracion de VE, incrementa el
contenido ovérico de VIP, lo que llevé a los autores a sugerir que en la rata, el SOPQ se

encuentra asociado a una mayor actividad de las fibras VIPérgicas.

Estas evidencias apoyan la idea de que el VIP puede ser otro de los factores que
participan en el desarrollo del SOPQ. A fin de evaluar la participacién del neuropéptido en
la regulacién de la esteroidogénesis ovérica de la rata con el sindrome, en el presente
estudio se elimind el aporte de NA y VIP al ovario, mediante la seccién unilateral del NOS,

e inmediatamente se le estimulé con VIP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Evidencias experimentales han permitido esclarecer algunos de los componentes
neuroendocrinos del sindrome del ovario poliquistico, aunque su etiologia permanece
desconocida. Con base en la informacién disponible, parece claro que su iniciacién y
persistencia pueden ser determinadas por una variedad de factores interrelacionados tales
como el hiperandrogenismo, las elevadas concentraciones de estrégenos y la hiperactividad

de las fibras simpéticas que arriban a la génada.

Dos de los neurotransmisores que participa en la regulacién de la esteroidogénesis
ovérica son la NA y el VIP. Ambos son sintetizados por las fibras nerviosa del NOS. En el
modelo del animal con SOPQ, inducido por la inyeccién de valerato de estradiol, la seccién
bilateral del NOS restablece la biosintesis de hormonas esteroides, contrario a lo que sucede
al realizar la destruccién selectiva de las fibras catecolaminérgica con GTD, donde se

mantiene la elevada concentracién de estradiol que caracteriza al animal con esta patologia.

Recientemente se observé que en el ovario de los animales con SOPQ, el contenido
de VIP es mayor al de un animal sin la patologia y al cultivar la gébnada en presencia del
péptido, se amplifica la esteroidogénesis. Estas evidencias apoyan la idea de que en la rata,
el VIP puede ser otro factor que participa en el desarrollo del sindrome. Con la finalidad de
evaluar el papel del VIP en la esteroidogénesis del animal con SOPQ, en el presente estudio
se analizaron los efectos de privar al ovario del aporte NAérgico y VIPérgico, mediante la
seccion unilateral del NOS, y de manera inmediata exponerlo Unicamente al estimulo con

VIP.
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HIPOTESIS

Si el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico en la rata se
encuentra asociado a la hiperactividad VIPérgica, entonces, al eliminar estas
fibras de uno de los ovarios, por la seccidon del nervio ovérico superior, y
reemplazar de manera inmediata la sefial VIPérgica con la inyeccién del
neurotransmisor en la bursa del ovario denervado, se favoreceréa la biosintesis
de hormonas esteroides, evento que dependerd de la integridad de la

inervacién del ovario.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la estimulaciéon VIPérgica del ovario con
Seccién del Nervio Ovérico Superior, en el modelo de la Rata

con Sindrome del Ovario Poliquistico.

OBJETIVOS PARTICULARES

@8 Analizar los efecto de la inyeccién de VIP en la bursa ovérica de animales en diestro 1,
diestro 2, proestro o estro, sobre la secreciébn de hormonas esteroides vy

gonadotropinas, a las 24 horas de la cirugia.

@8 Evaluar los efectos del estimulo VIPérgico del ovario de animales en proestro, sobre la

respuesta ovulatoria.

o3 Analizar en la rata con SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, los efectos de la seccién
unilateral del NOS, sobre la concentracién sérica de progesterona, testosterona y

estradiol, a las 24 horas de la cirugia.

@8 En el modelo del animal adulto con SOPQ, evaluar los efectos de la seccién unilateral
del NOS seguido de la estimulaciéon VIPérgica de la génada denervada, sobre la
concentracién sérica de progesterona, testosterona y estradiol, a las 24 horas del

procedimiento quirdrgico.

@8 Corroborar por la morfologia ovérica, la induccién del sindrome del ovario

poliquistico.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa ClI-ZV mantenidas en condiciones controladas
de temperatura (22 + 2°C) e iluminacién, con 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad
(luces encendidas de las 05:00 a las 19:00 horas). Durante el desarrollo de la parte
experimental, se siguieron las normas establecidas por la Ley Mexicana de Proteccién
Animal para el Uso de Animales de Experimentacién (NOM-062-ZO0O-1999,
Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio).

Piseho €xperimental

Los animales fueron divididos al azar en diferentes grupos experimentales, cada uno
de los cuales estd conformado por 10 a 12 animales. Todos los procedimientos quirirgicos
se realizaron bajo anestesia con éter, entre las 10:30 y 11:30 horas. Los animales fueron

sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

La solucién utilizada de VIP (Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA) se prepard en
una concentraciéon de 108 M (0.1 mg de VIP disueltos en 30 ml de solucién salina 0.9%
NaCl), de la cual se administraron 20 ul en la bursa ovdérica. La finalidad de utilizar esta
concentracién fue evitar la sobre-estimulaciéon del ovario, razén por la cual fue ligeramente

mayor que la concentracién plasmatica basal (Ottesen, 1983).

El VE (Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA) fue inyectado via intraperitoneal i.p en

una concentracién de 2.0 mg disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz (Vh).
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Efecto de la Inyeccién unilateral de VIP en los Ovarios de

Ratas en cada dia del Ciclo Estral

El ciclo estral de hembras adultas virgenes, de 60 dias de edad, fue monitoreado por
la examinacién citoldgica de los frotis vaginales diarios. Los animales utilizados en este

estudio fueron los que mostraron al menos dos ciclos estrales consecutivos de cuatro dias.

~ flgmbras 60d
., ,

\4 v v v

Proestro

I |— Inyeeeidn gn Bursa a

|
Hutopsia

\4

24 tloras

Figura 5. Esquema que muestra los grupos experimentales utilizados para evaluar los efectos de la
estimulacién VIPérgica del ovario de animales en cada dia del ciclo estral. TA, testigo absoluto; SS,
solucién salina; VIP, péptido intestinal vasoactivo; Ol, ovario izquierdo; OD, ovario derecho.

Animales en diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) fueron anestesiados

con éter y sometidos a una incisién dorso-lateral de piel, muasculo y peritoneo. Se
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exteriorizé uno de los ovarios, el izquierdo (Ol) o derecho (OD), y se procedié a realizar la
microinyeccién de VIP en la bursa ovérica (figura 5), siguiendo el procedimiento habitual
del laboratorio (Dominguez y col., 1998). Para ello, con una jeringa de 50 unidades
(500 ul) se administraron 20 ul de una solucién de 108 M de VIP. La aguja se mantuvo
dentro de la bursa durante un minuto, asegurando de esta forma que el péptido difundiera
al tejido ovérico. Transcurrido este tiempo se retirdé la aguja, el ovario se regresé a la

cavidad abdominal y se suturd la herida.

Como grupos de comparacién se utilizaron animales testigo absoluto (TA) o animales
que a los 60 dias de edad fueron inyectados con 20 ul de solucién salina (SS) en la bursa
ovérica (figura 5). La microinyeccién de VIP o SS se realizé en uno de los ovarios (izquierdo

o derecho) de cada animal.

La respuesta ovulatoria fue evaluada Gnicamente en los animales que se inyectaron en

el dia del proestro y se sacrificaron a las 24 horas, que corresponden al dia del estro.

Efecto de la Inyecciéon de VIP en la Bursa del Ovario

Denervado de Animales con SOPQ

Se utilizaron hembras neonatas que al momento del nacimiento (dia cero) fueron
separadas en funcién del sexo y colocadas en camadas de cinco hembras y un macho. Las
crias tuvieron libre acceso a la madre hasta los 24 dias de vida (dia del destete) y

posteriormente al agua y al alimento, hasta el dia de la autopsia.

Hembras de 10 dias de edad fueron inyectadas via i.p con una dosis de VE (2.0mg/0.1
ml). Como grupos de comparacién se utilizaron animales TA o animales que a los 10 dias de

edad fueron inyectados via i.p. con 0.1 ml de aceite de maiz (Vh) (figura 6).
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En los animales tratados con VE, el monitoreo de la canalizacién vaginal se inicié un
dia después de la fecha de inyeccién del estrégeno. Para el caso de las hembras TA o Vh, la
apertura vaginal se verificd a partir del dia 30 de edad. Una vez ocurrida la canalizacién de
la vagina, el ciclo estral fue evaluado mediante la toma de frotis vaginal diario por un

periodo de ocho dias, equivalente a dos ciclos estrales. A los 60 dias de edad se reinici6 la

toma de frotis.
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Figura 6. Grupos experimentales utilizados para evaluar los efectos de la estimulacién con VIP del
ovario denervado de animales con SOPQ. Vh, vehiculo; VE, valerato de estradiol; SNOI, seccién del
nervio ovérico superior izquierdo; SNOD, seccién del nervio ovérico superior derecho; SS, solucién

salina; VIP, péptido intestinal vasoactivo; Ol, ovario izquierdo; OD, ovario derecho

Cabsiods Dooas Canrillrn 56



-_—

Cuando los animales presentaron un estro vaginal, fueron sometidos a la seccién del
NOS izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) (figura 6). Para ello, las ratas fueron anestesiadas
con éter y posteriormente se les realizé una incisién dorso-lateral (izquierda o derecha) de
piel, musculo y peritoneo, se exteriorizé el ovario, se identificd el ligamento suspensorio y
se seccion6 el NOS a una distancia de aproximadamente 1 cm. de la génada. Seguido de la
denervacién simpética y en el mismo acto quirlrgico, se inyectaron 20 ul de VIP (10 M) en
la bursa del ovario denervado (figura 6). El ovario se regresé a la cavidad peritoneal y se

suturd la herida.
Como grupos de comparacién se utilizaron (figura 6):

al%

s Animales TA o inyectados a los 10 dias de edad con Vh o VE, y sacrificados a los

68 dias de vida, en el dia del diestro.

al%

e~ Hembras que fueron o no inyectadas a los 10 dias de edad con Vh o VE, a las que se les

realizé la seccidn unilateral del NOS a los 68 dias de edad.

La seccion del NOS se realizé en uno de los ovarios (izquierdo o derecho) de cada
animal y se inyecté VIP o SS en la bursa del ovario denervado. Todas las cirugias se llevaron

a cabo en animales en estro.

Procedimignto deg dutopsia

Todos los animales se pesaron y se sacrificaron por decapitacién. La sangre del tronco
fue colectada en tubos de ensaye y se dejé coagular por 30 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 gravedades durante 15 minutos.
Posteriormente el suero fue separado del botén celular y se dividié en cinco alicuotas de
150ul que inmediatamente se conservaron a -20 °C hasta el momento de la cuantificacién

de hormonas esteroides y gonadotropinas por radioinmunoanélisis (RIA).
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Los ovarios, el Gtero y las glandulas adrenales se disecaron y pesaron (peso himedo)
en balanza analitica. El tejido graso de los oviductos fue removido y mediante el uso de un
microscopio estereoscopico se examind la presencia de ovocitos y se realizd el conteo de los

mismos.

Histologia del Ovario

Cinco ovarios por cada grupo experimental fueron fijados en solucién de Bouin
durante 6 horas, deshidratados en alcohol (80%, 96% y absoluto) y cloroformo e incluidos
en parafina. Posteriormente se realizaron los cortes histolégicos de manera seriada a 10 pm

de grosor y se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina.

En los cortes histolégicos se analizé la presencia de cuerpos liteos, foliculos atrésicos,
prequistes y quistes foliculares. Como foliculos atrésicos se consideraron aquellos que
presentaron al menos una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear de las células de
la granulosa, descamacién de éstas en la cavidad antral e hiperplasia de las capas celulares

de la teca (Greenwald y Roy, 1994).

Los quistes foliculares se definieron como aquellos foliculos con una cavidad antral
amplia, disminucién de las capas de células de la granulosa, hiperplasia tecal y ausencia de

ovocito (Brawer y col., 1986; Lara y col., 2000).

Se consideraron como prequistes (foliculos tipo Ill) aquellos foliculos grandes que
presentan o no ovocito y que contienen de cuatro a cinco capas de células de la granulosa y
una teca aparentemente normal, con invaginaciones y evaginaciones de la pared folicular
(Lara y col., 2000). De acuerdo con los autores, los prequistes representan un estadio

transitorio entre el foliculo preovulatorio normal y el quiste folicular.
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Cuantificacion dg Hlormonas €steroides

g Peptidicas gn dugro

La concentracién sérica de hormonas esteroides (progesterona, testosterona vy
estradiol) se cuantificé en suero mediante la técnica de RIA de fase sélida, con un kit
Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). En tubos de polipropileno
impregnados con un anticuerpo especifico (anti-progesterona, anti-estradiol, anti-
testosterona), se adicionaron 100ul de la muestra problema (excepto para la cuantificacién
de testosterona, donde sélo se adicionaron 50ul) y 1 ml de la hormona radioactiva (1'?).
Para incrementar la velocidad de reaccién, la mezcla se agité en un vortex durante un
minuto y se incubd por tres horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la
muestra se decantd, se retiré el sobrenadante y los tubos se colocaron en un contador de
centelleo (modelo Cobra 5005, Packard™) para la determinacién de la concentracién de la
hormona en la muestra problema, en funcién de las cuentas por minuto y de una curva de
calibracién. La concentracién de progesterona fue expresada en ng/ml de suero, en tanto

que la de testosterona y estradiol se expresé en pg/ml de suero.

Los coeficientes de variacién intra e interespecificos para progesterona fue de 8.35 y
9.45%, para testosterona de 9.65 y 10.2%, y para estradiol de 8.12 y 9.28%. la
sensibilidad del anélisis fue de 0.02 ng/ml para progesterona, de 0.04 ng/ml para

testosterona y de 8 pg/ml para estradiol.
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La cuantificacién de hormonas peptidicas (FSH y LH) se realizé6 por RIA de doble
anticuerpo. En tubos de vidrio se afiadieron 100ul de la muestra problema, 100ul de la
hormona marcada con FSH-1'?> o LH-1'?> y el anticuerpo obtenido de suero de conejo anti-
FSH o anti-LH, segln sea el caso. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 24 horas.
A continuacién, se agregaron 100ul del segundo anticuerpo obtenido de suero normal de
borrego. La mezcla se dejé incubar durante 2 horas. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3000 gravedades a -4°C durante 30 minutos. El sobrenadante fue
decantado, las paredes de cada tubo se secaron y se colocaron en un contador de centelleo
liquido (modelo Cobra 5005, Packard™). La concentracién de la hormona en la muestra
problema se determiné a partir de una curva de calibracién, realizada a partir de estdndares
para FSH (rFSH-RP2) o LH (rLH-RP2) y de las cuentas por minuto. La concentracién de FSH

o LH fue expresada en ng/ml de suero.

Los coeficientes de variacién intra e interespecificos fueron de 4 y 7.9% para FSH, y
de 5.1 y 6.5% para LH. La sensibilidad del anélisis fue de 0.1 ng/ml para FSH y de
0.02 ng/ml para LH.

La cuantificacién de hormonas esteroides y peptidicas se realizd en el Laboratorio de
Hormonas Esteroides y en el Laboratorio de Hormonas Proteicas del Departamento de
Biologia de la Reproduccién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién

“Salvador Zubiran”.
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Anélisis €stadistico

Los resultados de la edad de apertura vaginal y del primer estro se analizaron por la

prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de U de Mann-Whitney.

Las diferencias estadisticas en la concentracién de hormonas esteroides vy
gonadotropinas en suero, asi como en el peso corporal y el peso de los ovarios, Utero y
gléndulas adrenales fueron examinados por la prueba de Anélisis de Varianza Multifactorial

(ANDEVA) seguida por la prueba de Tukey-Kramer.

La prueba “t” de Student se utilizdé en aquellos casos donde se requirié efectuar una
comparacién entre dos grupos. Aquellas diferencias cuya probabilidad fue menor o igual a

0.05, se consideraron estadisticamente significativas.
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RESULTADOS
EXPERIMENTO 1

Ffecto de la Inyeccién de dolucion Salina enla Bursa Ovarica
de Animales en las diferentes Ftapas del Ciclo Estral

El presente experimento se realizé con la finalidad de evaluar si la administraciéon de
solucidn salina en la bursa ovéarica de animales ciclicos, tiene efectos sobre la secrecidn de

hormonas esteroides y si éstos dependen del ovario tratado.

Peso Corporal gy Peso Relativo dg Organos

En comparacién con el grupo TA, la inyeccién de SS en la bursa del ovario derecho de

animales en Diestro 1 resulté en mayor masa adrenal (Cuadro 1).

En el dia del Diestro 2, no se observaron diferencias significativas en el peso corporal
ni en el peso de los ovarios, Utero o masa adrenal de los animales inyectados con SS en la

bursa del ovario izquierdo o derecho (Cuadro 1).

Respecto al grupo TA, la inyeccién de SS en el Ol de animales en Proestro resultd en
mayor masa adrenal. Al inyectar la SS en el OD, el peso del Gtero y las adrenales fue mayor

(Cuadro 1).

En la etapa del Estro, la inyecciéon de SS en el Ol resulté en menor peso del OD al ser

comparado a su TA (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Media + eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios,

Gtero y masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o de animales inyectados en los dias del

diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS) en la bursa del ovario

izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Grupos

Dia de
Inyeccion

Peso

Corporal (g)

Ovario

Izquierdo

Derecho

Peso de

Utero

Masa
Adrenal

TA (D2)

SSen OD

Diestro 1

218 £ 6.3

11.83 £ 0.6

131+ 0.9

114.8 + 2.8

18.0 = 2.2

213 £ 45

1.5+ 0.6

12.9 £ 0.6

121.4 = 1.7

25126

215+ 5.7

13.5 04

13.9 £ 0.5

112.6 + 3.8

27.5+22%

TA (P)
SS en Ol

SS en OD

Diestro 2

206 = 4.5

12.2 £ 0.8

121+ 0.8

156.9 = 5.3

22.8 £ 1.1

216 = 3.7

11.5 £ 0.9

10.8 £ 0.9

165.0 = 4.99

239 +13

218 = 3.2

13.4 £ 0.9

120 = 1.1

154.2 £ 9.6

271 x1.8

TA (E)

$S en OD

Proestro

199 £ 34

13.03 = 0.7

13.7 £ 0.6

134.7 = 3.1

179 £ 1.7

209 £ 4.2

14.6 = 0.6

15.6 £ 0.7

134.6 = 4.7

25.6 0.9 *

200 £ 7.4

14.7 £ 0.8

14.3 £ 0.9

150.1 = 4.2

254 +0.8%

TA (D1)

SSen Ol

208 = 5.1

14.6 = 0.6

14.6 + 0.4

105.1 + 3.4

22.7 £ 0.9

225 £ 39

129 £ 04

1.5 +0.5*

99.1 £ 5.3

24.8 1.2

213+ 7.2

13.6 £ 0.5

14.04 +£ 0.9

109.7 £ 3.9

269 £ 2.1

* b < 0.05 vs. su respectivo grupo TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
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Respugsta Ovulatoria

La tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados de los animales
inyectados en el dia del proestro, con SS en la bursa del ovario izquierdo o derecho fue

similar a la del grupo TA (figura 7).

Figura 7. Porcentaje de animales ovulantes y media = eem del nimero de ovocitos liberados, por el
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) de animales testigo absoluto (TA) o inyectados a los 60 dias de edad, en

el dia del proestro, con solucién salina (SS) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Tasa deg {dnimales Ndmero deg Ovocitos
Ovulantgs lsiberados

NUmero

SSenOl SSenOD SSenOl SSenOD

[L] Ovario Izquierdo Il Ovario Derecho
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Conegntracidn deg Hormonas ¢gn Sugro

En los animales intactos, sacrificados en el dia del D1, la concentracién de
progesterona es més alta que en el resto de los dias del ciclo estral. La inyeccién de SS en el
Ol o derecho de animales en D1 o E resulté en una mayor concentracién de progesterona,
en comparacién a los que fueron inyectados en D2 o P. En el dia del D1, la inyeccién de $S
en la bursa del ovario izquierdo o derecho, resulté en una mayor concentracién de

progesterona, respecto a su grupo TA (figura 8).

Figura 8. Media = eem de la concentracién sérica de Progesterona de animales testigo absoluto (TA) o de
animales inyectados en los dias del diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS)
en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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4+ p<005vs.el TAen D2, Py E; ) p < 0.05 vs.SS su respectivo Ol, OD (D2 y P); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo TA

(prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). En ( ) se indica el dia del ciclo en que fueron sacrificados los
animales intactos. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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Durante el ciclo estral de la rata intacta, la maxima concentracion de testosterona se
presenta en el dia del proestro. En comparacién al resto de los dias del ciclo estral, en el D2
la administraciéon de SS en el Ol resulté en una mayor concentracién del andrégeno,
semejante a lo que ocurre en el dia del D1, cuando la SS se inyecta en el OD. En el dia del
D2, la inyeccién de SS en la bursa del ovario izquierdo o derecho resulté en una menor
concentracién de testosterona, respecto al animal intacto, siendo méas pronunciada cuando

la solucién se administré en la gébnada derecha (figura 9).

Figura 9. Media + eem de la concentracion sérica de Testosterona de animales testigo absoluto (TA) o de
animales inyectados en los dias del diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS)
en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Tgstostgrona
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+p<0.05vs.el TAen D1, D2y E; » p < 0.05vs.55 en Ol (P); % p < 0.05 vs.5S en Ol (D1, Py E); A p < 0.05 vs.SS en OD
(D2, Py E); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo TA; & p < 0.05 vs. su respectivo grupo con SS en Ol (prueba de ANDEVA

seguida por la prueba de Tukey-Kramer). En ( ) se indica el dia del ciclo en que fueron sacrificados los animales intactos.

Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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En la rata intacta, la concentracién menor de estradiol se presenta en el dia del D1. En
el dia del P, la inyeccién de SS en la bursa del Ol o derecho resulté en mayor concentracién
de estradiol, en comparacién a los dias del D1y E. En los dias del diestro 1y 2, la inyeccién
de SS en el ovario izquierdo o derecho resultdé en una menor concentracién de estradiol,

respecto a su grupo TA (figura 10).

Figura 10. Media = eem de la concentracién sérica de Estradiol de animales testigo absoluto (TA) o de
animales inyectados en los dias del diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS)
en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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4+ p<0.05vs.el TAenPyE; > p < 0.05 vs.SS respectivo Ol u OD (D1y E); % p < 0.05 vs.SS en Ol (D2 y P);
* p < 0.05 vs. su respectivo grupo TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).

En ( ) se indica el dia del ciclo en que fueron sacrificados los animales intactos.

Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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En la rata intacta, la concentracién mayor de FSH observada durante el ciclo estral,
fue en el dia del estro. En el dia del proestro, la inyeccién de SS en la bursa del Ol o
derecho resulté en menor concentracién de FSH respecto a su TA, pero fue mayor en
comparacion al resto de los dias del ciclo estral. La administracion de SS en el OD de
animales en D1, resulté en mayor concentracién de FSH en comparacién a su grupo TA vy al

grupo de animales inyectados con SS en el Ol (figura 11).

Figura 11. Media = eem de la concentracién sérica de FSH de animales testigo absoluto (TA) o de animales
inyectados en los dias del diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS) en la
bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Inggcecion ¢n Pigstro 1

all
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4+ p<0.05vs.el TAen D1,D2 y P; » p < 0.05 vs.SS su respectivo Ol u OD (D1, D2 y E); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo
TA; & p < 0.05 vs. su respectivo grupo con SS en Ol (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).

En () se indica el dia del ciclo en que fueron sacrificados los animales intactos.

Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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Los animales intactos sacrificados en el D1 mostraron la concentracién més alta de LH
durante el ciclo estral. La inyeccién de SS en la bursa del OD de animales en estro resulté en
la mayor concentracién de LH con respecto a los dias del D1 y P. En comparacién a su
grupo TA, las ratas en D1 inyectadas con SS en la bursa del OD, mostraron una menor
concentracién de LH, semejante a lo observado en el dia del E, cuando la SS se inyect6 en la
bursa del Ol. La inyeccién de SS en el OD de animales en E, resultdé en una mayor

concentracién de LH que el grupo inyectado en el Ol (figura 12).

Figura 12. Media + eem de la concentracién sérica de LH de animales testigo absoluto (TA) o de animales
inyectados en los dias del diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E) con solucién salina (SS) en la
bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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+p<005vs.el TAenD2,PyE; M p < 0.05vs.55 en OD (D1y P); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo TA; & p < 0.05 vs. su

respectivo grupo con SS en Ol (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). En ( ) se indica el dia del
ciclo en que fueron sacrificados los animales intactos. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.

Cotbide Porvas Cnritlirn 49




CONCLUSIONES

A lo largo del ciclo estral de la rata intacta, el modelo de secrecién de las hormonas
esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) es similar al descrito en la literatura
(Barco y col., 2003; Cruz y col., 2006; Flores y col., 2005, 2006, 2008). La concentracién
de las gonadotropinas es relativamente baja, dada la hora del dia en el que se sacrificaron

los animales.

Los efectos de la inyeccién de la solucién salina en la bursa ovérica de animales
ciclicos, sobre la esteroidogénesis ovérica, son asimétricos y dependen del dia del ciclo estral
en que se realice la cirugia. Es posible que dichos efectos sean el resultado de la exposicién

de los animales a ciertos agentes estresores durante el proceso quirtrgico, tales como:

1) La anestesia con éter, que pudiera activar el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal-

ovario (Barco y col., 2003; Flores y col., 2008).

2) La perforacién del peritoneo (Barco y col., 2003; Cruz y col., 2006; Flores y col.,
2006, 2008), lo que posiblemente implique la activacién de algunas fibras nerviosas

que inervan las diferentes partes del peritoneo.
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EXPERIMENTO 2

EfectodelaInygecién dg VIP enlaBursa Ovarica de
Animales en las diferentes Ftapas del Ciclo Estral

Para evaluar la participacién del VIP sobre la ovulacién y la esteroidogénesis ovérica
del animal ciclico, el péptido fue inyectado en la bursa del ovario izquierdo o derecho en
cada uno de los dias del ciclo estral y sus efectos se evaluaron a las 24 horas post-estimulo.
Se utilizé6 como grupo de comparacién a los animales inyectados en la bursa ovérica con

solucién salina (datos del experimento 1).

Peso Corporal gy Peso Relativo dg Organos

En comparacién a su grupo inyectado con SS, la estimulacién VIPérgica del Ol en el
dia del Diestro 1, resulté en menor peso del Gtero. La inyeccién de VIP en el OD, resultd

en menor masa de las adrenales (Cuadro 2).

En el dia del Diestro 2, la inyeccién de VIP en la bursa del ovario izquierdo resulté en

menor peso del Utero (Cuadro 2).

Las ratas inyectadas con VIP en la bursa del OD, en el dia del Proestro, mostraron

mayor masa adrenal (Cuadro 2).

En el dia del Estro, la inyeccién de VIP en la bursa ovérica no modific6 de manera

significativa el peso corporal ni el peso de los ovarios, Gtero o masa adrenal (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Media + eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios,

Gtero y masa adrenal de animales inyectados en los dias del diestro 1, diestro 2, proestro o estro con

solucion salina (SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario izquierdo (Ol) o

derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Dia de
Inyeccion

Peso

Corporal (g)

Ovario

Izquierdo

Derecho

Peso de

Utero

Masa
Adrenal

VIP en Ol

SS en OD

VIP en OD

Diestro 1

213 £ 45

1.5+ 0.6

12.9 £ 0.6

121.4 = 1.7

25126

215+ 2.9

121 £ 0.6

1.9 £ 0.4

1M.5 + 43 %

21.6 £ 1.7

215 £ 5.7

13.5 £ 0.4

13.9 £ 0.5

112.6 = 3.8

275+ 2.2

211 £ 4.1

151+ 0.8

14.0 = 0.5

100.5 = 4.5

22.0+0.9*

SSen Ol

VIP en Ol

SSen OD

VIP en OD

Diestro 2

1.5+ 0.9

10.8 = 0.9

165.0 = 4.99

239 +1.3

129 £ 0.5

12.3 £ 0.8

1456 + 7.1%

26.2 £ 1.7

13.4 £ 0.9

12.0 = 1.1

154.2 = 9.6

271 1.

14.7 £ 0.9

12.9 £ 0.8

144.5 + 3.0

27.0 =

SSen Ol

VIP en Ol

SSen OD

VIP en OD

Proestro

209 + 4.2

14.6 = 0.6

15.6 = 0.7

134.6 = 4.7

25.6 £ 0.9

208 £ 5.2

14.8 £ 0.7

15.7 £ 0.5

141.3 £ 4.0

27.2 =09

200 £ 7.4

14.7 £ 0.8

14.3 £ 0.9

150.1 = 4.2

254 £ 0.8

203 £ 7.2

15.8 £ 1.0

14.3 = 1.1

154.3 + 4.1

28.9 + 1.1%

SS en Ol

VIP en Ol

$S en OD

VIP en OD

225+ 39

129 £ 0.4

11.5+0.5

99.1 £5.3

24.8 = 1.2

217 £ 4.5

129 £ 0.6

13.8 £ 1.2

108.8 = 4.1

24.6 = 1.6

213+ 7.2

13.6 £ 0.5

14.04 = 0.9

109.7 = 3.9

26.9 = 2.1

220 = 3.9

12.6 £ 0.8

13.4 £ 0.8

108.5 = 3.5

259 = 1.1

* p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con $S

(prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
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Respugsta Ovulatoria

En comparacién a su grupo inyectado con SS, la estimulacién con VIP del ovario
izquierdo o derecho de ratas en proestro no modificd la tasa de animales ovulantes ni el

namero de ovocitos liberados (figura 13).

Figura 13. Porcentaje de animales ovulantes y media = eem nimero de ovocitos liberados, por el ovario
izquierdo o derecho de animales inyectados a los 60 dias de edad, en el dia del proestro, con solucién salina

(SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Tasade {dnimales Ndamero dg Ovoceitos
Ovulantgs libgrados

NUmero

+
VIP SS  VIP

[L] Ovario Izquierdo H Ovario Derecho

(+) Gonada Estimulada (-) Génada sin Estimulacion
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Conegntracidn deg Hormonas gn Sugro

La inyeccién de VIP en la bursa ovérica de ratas en los diferentes dias del ciclo estral,

no modificé la concentracién de progesterona, respecto a su grupo con SS (figura 14).

Figura 14. Media + eem de la concentracién sérica de Progesterona de animales inyectados en los dias del
diestro 1, diestro 2, proestro o estro, con solucién salina (5S) o con el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la
bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.

Progegsterona

Inggcecion ¢n Pigstro 1
>

Inggecidn gn Progstro

SS VIP SS VIP SS
Ol Ol oD
Godnada Estimulada Gdnada Estimulada

$ p < 0.05 vs.VIP en OD (D2 y P) (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea punteada se

representa la concentracion hormonal del TA, correspondiente a cada dia del ciclo estral. Todos los grupos
estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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En el dia del D1, la estimulacién del OD con VIP resulté en una mayor concentracién
de testosterona, en comparacién al grupo inyectado con VIP en el Ol; contrario a lo que
ocurre en el D2. En el dia del estro, la estimulacién del Ol con VIP resulté en menor

concentracién de testosterona que su grupo inyectado con SS (figura 15).

Figura 15. Media = eem de la concentracién sérica de Testosterona de animales inyectados en los dias del
diestro 1, diestro 2, proestro o estro, con solucién salina (SS) o con el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la
bursa del ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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P p < 0.05vs.VIP en OI (D1, Py E); % p < 0.05 vs. su respectivo grupo con VIP en Ol; * p < 0.05 vs. su respectivo grupo

con SS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea punteada se representa la concentracién

hormonal del TA, correspondiente a cada dia del ciclo estral. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.

Cabsiods Dooas Canrillrn 55



La estimulacion VIPérgica del Ol o derecho de animales en proestro resulté en la
méxima concentracién de estradiol durante el ciclo estral de la rata. En el dia del D2, la
estimulacién del Ol resulté en una mayor concentracidon de estradiol en comparacién a su
grupo inyectado con SS, y menor cuando el VIP se inyectd en el OD. En el dia del proestro,
la inyeccién de VIP en el ovario izquierdo o derecho resultd en una mayor concentracién

de estradiol, en comparacién a su grupo inyectado con SS (figura 16).

Figura 16. Media + eem de la concentracién sérica de Estradiol de animales inyectados en los dias del diestro,
diestro 2, proestro o estro, con solucién salina (SS) o con el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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& p < 0.05 vs.VIP su respectivo Ol u OD (D1, D2 y E); % p < 0.05 vs.VIP en Ol (Py D2); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo

inyectado con SS; # p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con VIP en Ol (prueba de ANDEVA seguida por la prueba
de Tukey-Kramer). Con linea punteada se representa la concentracion hormonal del TA, correspondiente a cada dia
del ciclo estral. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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La estimulacién con VIP del Ol de animales en DI, resulté en una mayor
concentracién de FSH en comparacién a su grupo inyectado con SS, efecto contrario se
observé cuando se administrd el VIP en el OD. En el dia del estro, la inyeccién de VIP en el

Ol resulté en menor concentracién de FSH, en comparacién a su grupo con SS (figura 17).

Figura 17. Media = eem de la concentracion sérica de FSH de animales inyectados en los dias del diestro 1,
diestro 2, proestro o estro, con solucién salina (SS) o con el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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& p < 0.05 vs.VIP su respectivo Ol u OD (D1, D2 y E); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con SS; & p < 0.05 vs.

VIP en Ol (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea punteada se representa la concentraciéon

hormonal del TA, correspondiente a cada dia del ciclo estral. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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En el dia del estro, la inyeccién de VIP en el Ol resulté en una concentracién mayor
de LH, respecto a su grupo con SS. De igual manera en éste grupo se observd la mayor

concentracién de LH con respecto al resto de los dias del ciclo estral (figura 18).

Figura 18. Media + eem de la concentracién sérica de LH de animales inyectados en los dias del diestro 1,
diestro 2, proestro o estro, con solucién salina (5S) o con el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y sacrificados a las 24 horas post-tratamiento.
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» p < 0.05 vs.VIP su respectivo Ol u OD (D1, D2 y P); * p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con SS (prueba de

ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea punteada se representa la concentracion hormonal del

TA correspondiente a cada dia del ciclo estral. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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CONCLUSIONES

Aun cuando por estudios in vitro se ha mostrado que el VIP tiene un efecto
estimulante sobre la esteroidogénesis ovérica (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986;
Johnson y col., 1994; Parra y col., 2007), la administracién in vivo del péptido muestra que
su efecto no siempre es estimulante y ello pudiera depender de la influencia endocrina o
neural que modula la funcién ovérica en cada dia del ciclo estral. En nuestra cepa de
animales se observd que los ovarios responden de manera asimétrica al estimulo con VIP,

evento que depende del dia del ciclo estral y de la hormona analizada.
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EXPERIMENTO 3

Ffectodela ézeeic’)n Unilatm’al del Nervio Ovérico

Superior de Animales sacrificados a las
24 HORIS dela Cirugia

Este experimento se realizé con la finalidad de analizar la participacién del NOS en la
regulacién de la secrecién de hormonas esteroides. Para ello, los animales en el dia del estro
fueron sometidos a la seccién izquierda o derecha del NOS vy sus efectos se evaluaron a las

24 horas del procedimiento quirdrgico.

Peso Corporal y Peso Relativo dg Organos

En comparacién al grupo TA, la seccién izquierda o derecha del NOS resulté en

mayor masa adrenal (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media = eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios, Utero y
masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o de animales que fueron sometidos, a los 60 dias de edad, en el
dia del estro, a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) vy sacrificados a las 24
horas de la cirugia.

Ovario

Peso Peso de Masa

Corporal (g) Utero Adrenal

Izquierdo Derecho

208 = 5.1 14.6 = 0.6 14.6 + 0.4 105.1 + 3.4 22.7 £ 0.9

197 + 5.1 129 1.5 12.5 + 0.8 1.4 + 8.7 202 + 04 %

201 = 3.2 13.7 £ 1.2 13.0 1.3 1042 £7.2 269 +15%
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Conegntracidn dg Hiormonas €steroidegs gn dugro

En el dia del estro, la SNOD resulté en menor concentracidn de testosterona, aunque
no llegd a ser estadisticamente significativo, respecto a su grupo TA. La seccién unilateral del
NOS no modificé la concentracidon de progesterona ni de estradiol (figura 19).

Figura 19. Media + eem de la concentracién sérica de PROGESTERONA, TESTOSTERONA y ESTRADIOL de animales
testigo absoluto (TA) y de aquellos que fueron sometidos en el dia del estro, a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo
(SNOI) o derecho (SNOD) vy sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

/ Progegstegrona

40

20

0+

Tegstostgrona

€Sstradiol

6l



CONCLUSIONES

Se ha descrito que la informacién que transcurre por el NOS ejerce un efecto
estimulante en la esteroidogénesis ovérica (Aguado y Ojeda 1984a; Moran y col., 2000;
Flores y col., 2011). En el presente estudio, no se observaron cambios en la concentracién
de hormonas ovéricas en respuesta a la seccién del NOS. Esta discrepancia podria explicarse
por el tiempo transcurrido entre la denervacién y la autopsia, ya que en la mayor parte de
los reportes la evaluacién se ha realizado hasta 60 minutos post-denervacién, mientras que

en el presente estudio se realizd a las 24 horas del procedimiento quirtrgico.
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EXPERIMENTO 4

EfectodelaIn g zeeién d¢ V€ en Animales de 10 dias

de edad, sacrificados en el dia del @izstro

En este experimento se administré el VE en la rata infantil y se evalué sus efectos en la
etapa adulta en el dia del diestro. Los animales fueron sacrificados en el dia del diestro, para

poder ser utilizados como grupos de comparacién en los experimento 5 y 6.

Peso Corporal gy Peso Relativo de Organos

En comparacién al grupo TA, la inyeccién i.p del Vh resulté en menor peso del ovario
izquierdo y derecho. No se observaron diferencias significativas en el peso corporal, de los

ovarios, Gtero o adrenales de las hembras tratadas con VE, respecto al grupo Vh (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media = eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios, Utero y
masa adrenal de animales testigo absoluto (TA) o de animales que fueron inyectados via i.p con aceite de maiz
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y sacrificados, a los 60 dias de edad, en el dia del diestro.

Ovario Peso de Masa

Peso

Corporal (g)

lzquierdo Derecho Utero Adrenal

208 = 5.1 14.6 = 0.6 14.6 + 0.4 105.1 + 3.4 22.7 £ 0.9

199 + 5.1 1.9 + 0.7 * 1.9 +0.6* 98.0 = 2.9 21.1+ 0.5

213 £ 5.3 13.9 £ 0.7 13.8 £ 0.6 89.9 + 3.0 21.6 = 0.6
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Inicio deg la Pubertad

En comparacién a los animales tratados con el Vh, las hembras inyectadas con
VE mostraron adelanto en la edad de apertura vaginal (19.2+0.3 vs. 32.5+0.3,

p<0.05) y del primer estro vaginal (19.9+0.4 vs. 33.2+0.5, p<0.05).

Histologia del Ovario

El ovario de los animales inyectados con el VE mostré la presencia de
estructuras prequisticas y quistes foliculares, lo que nos permiti® confirmar el
desarrollo del SOPQ. En la figura 20 se observa el corte histoldgico representativo
del ovario de animales inyectados a los 10 dias de edad con el Vh (A) o el VE (B) y

sacrificados a los 60 dias de edad, en el dia del diestro.
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Figura 20A. Fotomicrografia
del ovario de un animal testigo,
en el que se observan foliculos
primarios (FP), secundarios (FS),
preovulatorios (FPO) y algunos

cuerpos lateos (CL).

Figura 20B. Fotomicrografia
del ovario de un animal con
SOPQ, en el que se muestran
algunos foliculos secundarios
(FS), un prequiste (PQ) vy

algunos quistes foliculares (Q).
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En la figura 21 se muestran las fotomicrografias de una estructura prequistica (A) y de
un quiste folicular (B) del ovario de un animal con SOPQ, donde se resaltan sus

caracteristicas.

Figura 21A. Fotomicrografia de un
una estructura prequistica, donde
se observa un compartimiento
granuloso (CG) con invaginaciones vy
evaginaciones, ausencia de ovocito, y

el compartimiento tecal (CT).

Figura 21B. Fotomicrografia de un
quiste folicular, donde se observa
una disminucién de las capas de
células granulosas (CG), ausencia de
ovocito, hiperplasia de las células de
la teca (CT) y descamacién de las
células de la granulosa (DCG) en el

antro folicular.
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Ciclo €stral

En comparacién al ciclo estral de animales TA, la inyeccién del Vh no modificé el
patrén ciclico. Aproximadamente el 80% de las hembras inyectadas con VE mostraron una

citologia vaginal caracterizada por varios dias en diestro (figura 22).

Figura 22. Patréon representativo del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o inyectados i.p. con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad vy sacrificados en la etapa adulta, en el dia del
DIESTRO 1.
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Conegntracidn deg Hormonas €steroidegs gn Sugro

La concentracién de progesterona, testosterona y estradiol de los animales inyectados

con Vh o VE, fue similar al de los animales TA (figura 23).

Figura 23. Media + eem de la concentracién sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol en animales

testigo absoluto (TA) o inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
sacrificados en la etapa adulta, en el dia del DIESTRO.
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CONCLUSIONES

En el animal infantil, la inyeccién de una dosis de VE es suficiente para inducir
una condicién de ovario poliquistico, semejante a la descrita en la literatura (Rosa-
E-Silva y col., 2003; Rosas, 2006) que se caracteriza por la formacién de prequistes

y quistes foliculares, alteracién del ciclo estral y adelanto en el inicio de la pubertad.

En la literatura se ha mencionado que la administracién de VE induce aumento
en la concentracién de testosterona y estradiol (Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-
Ledesma y col., 2010), sin embargo, en el presente estudio no observamos este
comportamiento. Lo que se podria atribuir a que en nuestro caso los animales se
sacrificaron al presentar un diestro, mientras que en los otros casos los animales

fueron sacrificados al estro vaginal.
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EXPERIMENTO 5

Ffectodela ézeeic’)n Unilatzr’al del Nervio Ovérico
Superior de Animales con éOpQ

Para analizar en el modelo del animal con SOPQ, la participacién del NOS en la
regulacion de la secrecién de hormonas esteroides, en el presente experimento se realizd la
seccién unilateral del NOS en el dia del estro y sus efectos fueron evaluados 24 horas

post-cirugia.

Peso Corporal gy Peso Relativo de Organos

La SNOI en animales tratados con el Vh resulté en menor masa adrenal, respecto al
grupo con SNOI. En las hembras inyectadas con VE, la SNOI resulté en un menor peso
corporal en comparacién con el grupo Vh. La SNOD en animales tratados con VE ocasion6
mayor peso corporal y menor peso del Gtero, respecto al grupo con VE y SNOI (cuadro 5).

Cuadro 5. Media = eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios, Gtero y
masa adrenal de animales que fueron o no, inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los
10 dias de edad, sometidos en el dia del estro a la seccidén del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o
derecho (SNOD) vy sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

Ovario

Peso Peso de Masa

Grupos

Corporal (g) Utero Adrenal

lzquierdo Derecho

SNOI 197 £ 5.1 129+ 1.5 12.5+0.8 111.4 £8.7 29.2+0.4

Vh SNOI 200 + 3.7 13.5+0.9 13.5+0.8 105.0 £2.8 205+13%

VE SNOI 188+ 4.8 % 12.7+£1.2 11.5+£0.9 112.0£6.5 22.6 £0.9

SNOD 201 £3.2 13.7+1.2 13.0+£1.3 1042 +£7.2 269+ 1.5

Vh SNOD 214 +4.6 13.6 £ 0.6 14.2+04 104.4 £ 2.7 25.8+ 1.0

VE SNOD 213+8.1 4 13.8£1.2 12.7+1.2 959+ 3.5 4 23.2+0.8

* p < 0.05 vs. su respectivo grupo sin inyeccion; % p < 0.05 vs. su respectivo grupo Vh; 4+ p < 0.05 vs. SNOI
(prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).
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Conegntracidn deg Hormonas €steroides ¢n Suero

La concentracién de Progesterona o Testosterona, de los animales
inyectados i.p con el Vh o VE y sometidos a la seccién unilateral del NOS, fue

similar a la de su grupo control (figura 24).

La SNOD realizada en los animales inyectados con el Vh resulté en menor
concentracion de Estradiol en comparacién a su grupo control. En las hembras
inyectadas con VE, la seccién izquierda o derecha del NOS resulté en mayor
concentracién de estradiol, respecto a su grupo Vh; efecto que fue méas pronunciado

ante la SNOD (figura 24).
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Figura 24. Media = eem de la concentracién sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol en animales
que fueron o no, inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad, sometidos
en el dia del estro a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y sacrificados a
las 24 horas de la cirugia.
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* p < 0.05 vs. su grupo sin inyeccién; % p < 0.05 vs. su Vh; en linea continua se muestran las diferencias con
los grupos sometidos a la SNOI (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea punteada se
representa la concentracién hormonal del grupo VE. Todos los grupos estuvieron conformados de 8 a 10 animales.
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CONCLUSIONES

En la rata con SOPQ, inducido por la administracion de VE, la eliminacién del
NOS derecho resultd en el incremento de la concentracion sérica de estradiol. Estos
resultados nos permite sugerir que en el modelo del animal con SOPQ, el NOS

derecho regula de manera inhibitoria la secrecién de la hormona.

A diferencia de lo reportado en la literatura (Morales-Ledesma y col., 2010),
en el presente experimento observamos que en la rata con SOPQ después de
realizar la seccién unilateral del NOS no se modifica la concentracién sérica de
progesterona ni testosterona. Es posible que esto se deba a la edad en que se realizd

la cirugia o bien al periodo transcurrido entre el proceso quirdrgico y la autopsia.
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EXPERIMENTO 6

Efectodela €stimulacion VIPérgica del Ovario
Denervado de Animales con éOpQ

En el presente experimento se analizd la participacion del VIP en la
regulacion de la esteroidogénesis ovérica del animal con SOPQ. Para ello, se eliminé
una de las fuentes de inervacién simpética, mediante la seccién unilateral del NOS, y
en el mismo acto quirudrgico se realizd el remplazo del VIP mediante la inyeccién del

péptido en la bursa del ovario denervado.

Peso Corporal g Peso Relativo dg Organos

La inyeccién de SS en la bursa del Ol de las hembras con VE y SNOI resulté en
menor masa adrenal, respecto a su grupo Vh; mientras que la inyeccién de VIP
ocasioné un menor peso del Gtero en comparacién a su grupo Vh y a su grupo
inyectado con SS en la bursa del Ol. Los animales con SNOI inyectados con VIP en la
bursa del ovario denervado mostraron un menor peso del Ol que el del grupo

inyectado con SS (cuadro 6).
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Cuadro 6. Media = eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios,
Utero y masa adrenal de animales que fueron o no, inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad, sometidos en el dia del estro a la seccién del nervio ovérico
superior izquierdo (SNOI) mas la inyeccién de solucién salina (SS) o péptido intestinal vasoactivo

(VIP) en la bursa del ovario denervado vy sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

Ovario

Grupos

Peso

Corporal (g)

lzquierdo

Derecho

Peso de

Utero

Masa
Adrenal

SNOI S

182 +7.3

18.5+1.9

172+1.8

121.2 £8.9

30.5+2.3

Vh SNOI S§

208 £ 6.9

14.7 £ 0.8

14.1+£0.7

118.5£5.8

28.7+1.1

VE SNOI $S

216+11.4

12.8£0.6

11.6+1.1

106.9 £ 2.3

24009 %

SNOI VIP

188+ 7.8

124 +1.2 4+

13.1+1.1

111.6 £ 8.2

259+1.3

Vh SNOI VIP

210+ 7.5

14.6+0.6

14.7+0.8

111.6 £ 4.6

27.5+£1.0

VE SNOI VIP

197 £ 10.2

12.8+ 1.0

13.5+£0.7

86.2+ 0.9 &4

243+1.1

% p < 0.05 vs. su respectivo grupo Vh; 4 p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con $S

(prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer).

(6]



En los animales con SNOD, la inyeccién de VIP en la bursa del ovario denervado
resultd en mayor peso corporal y menor peso del Ol, respecto al grupo inyectado con SS.
En los animales tratados con VE, la SNOD seguida de la estimulacién con VIP en el ovario
denervado resulté en mayor peso corporal, en comparacién a su grupo inyectado con el Vh

(cuadro 7).

Cuadro 7. Media = eem del peso corporal (g) y de los pesos relativos (mg/100g) de los ovarios, Utero y
masa adrenal de animales que fueron o no, inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los
10 dias de edad, sometidos en el dia del estro a la seccién del nervio ovérico superior derecho (SNOD) mas la
inyeccién de solucién salina (SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario denervado, y
sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

Ovario

Peso Peso de Masa

Grupos

Utero Adrenal

Corporal (g)

lzquierdo Derecho

SNOD S$$

189 £ 3.1

15.2+0.5

14.2+0.7

101.4 £4.7

27.5+ 1.4

Vh SNOD S$§

206 £+ 8.5

13.8+0.9

14.9+0.8

107.7 £ 3.5

28.2+1.6

VE SNOD $$

207 £5.8

12.2+1.1

12.1+0.9

102.1 £3.9

249+1.2

SNOD VIP

205+ 4.7 4

13.1£ 0.5+

14.8+0.9

108.2+£7.6

289+1.1

Vh SNOD VIP

189+ 3.5

139+1.0

16.0+ 1.3

127.2+11.7

252122

VE SNOD VIP

217+ 8.4 %

11.3+0.9

139+1.8

112.2+6.3

259 +1.7

% p < 0.05 vs. su respectivo grupo Vh; 4 p < 0.05 vs. su respectivo grupo inyectado con $S

(prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer)
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Histologia del Ovario

En el animal con SOPQ, la estimulacién VIPérgica del ovario denervado, fuese el
izquierdo o el derecho, no modificé la morfologia de la génada denervada (figura 25A) ni
de la que mantuvo intacta su inervacién (figura 25B), donde las estructuras predominantes
son los prequistes y quistes foliculares. En la figura 25 (A, B) se muestra el corte histolégico
representativo del ovario de animales inyectados a los 10 dias de edad con VE, sometidos a
los 60 dias de edad, en el dia del estro, a la seccién unilateral del NOS mas la estimulacion

del ovario denervado con VIP y sacrificados a las 24 horas de la cirugia.

Figura 25A. Fotomicrografia
del ovario denervado vy
estimulado con VIP de un
animal con SOPQ, en el que se
muestran  algunos  foliculos
secundarios  (FS), estructuras
prequisticas (PQ) y un quiste
folicular (Q).

Figura 25B. Fotomicrografia del
ovario contralateral al ovario
denervado y estimulado con VIP
de un animal con SOPQ, en el que
se muestran algunos foliculos
primarios  (FP), secundarios (FS),
un foliculo preovulatorio (FPO) y
algunas estructuras  prequisticas

(PQ).
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Conegntracidn deg Hormonas €steroides gn Suegro

En los animales inyectados con VE, la SNOI seguida de la estimulacién VIPérgica del
ovario denervado resulté en mayor concentracién de testosterona que su grupo Vh

(figura 26).

En comparacién a su respectivo grupo control, los animales tratados con el Vh y
sometidos a la SNOD seguida de la estimulacién con VIP del ovario denervado,
presentaron una mayor concentraciéon de progesterona y testosterona, que fue menor

cuando los animales se inyectaron previamente con el VE (figura 26).

La SNOD seguida de la inyeccién de VIP en la bursa del ovario denervado resulté en
mayor concentracién de estradiol, en comparacién al grupo inyectado con SS. En los
animales tratados con VE y SNOD, la inyeccién de SS o VIP en la bursa de la gbénada
denervada resulté en una mayor concentracién de estradiol que su grupo Vh; efecto que no

se observé cuando el ovario denervado fue el izquierdo (figura 26).
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Figura 26. Media *+ eem de la concentracion sérica de PROGESTERONA, TESTOSTERONA y ESTRADIOL
de animales que fueron o no, inyectados i.p. con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de
edad, sometidos en el dia del estro a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho
(SNOD) més la inyeccidn de solucién salina (SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario
denervado, y sacrificados a las 24 horas de la cirugia.
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* p < 0.05 vs. su grupo sin inyeccién i.p; % p < 0.05 vs. su Vh en linea continua se muestran las diferencias contra los
grupos inyectados en la bursa ovérica con SS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-Kramer). Con linea
punteada se representa la concentracién hormonal del grupo VE con SNOI o SNOD. Todos los grupos estuvieron
conformados de 8 a 10 animales.
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CONCLUSIONES

Por estudios in vitro se ha mostrado que al estimular con VIP el ovario de
animales con SOPQ aumenta la secrecién de andrégenos (Parra y col., 2007). No
obstante, al realizar la estimulacién in vivo del ovario denervado, se observa que
cada ovario responde de manera diferente al estimulo con VIP, donde sélo el
izquierdo aumenta la secrecién de testosterona. Estos resultados nos permiten
sugerir que en los ovarios existe una expresion diferente de los receptores a VIP, o
bien, que la informacién que transcurre por el NOS izquierdo es diferente a la del

derecho.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el modelo de la rata
adulta ciclica, la respuesta esteroidogénica del ovario al péptido intestinal vasoactivo varia
en funcién del dia del ciclo estral y del ovario estimulado. En el modelo del animal con
SOPQ, la respuesta del ovario al estimulo con VIP es asimétrica y depende del ovario

denervado.

En nuestros animales se observd que la inyeccién de la solucién salina en la bursa
ovérica de animales ciclicos modifica la esteroidogénesis ovérica, efectos que dependen
tanto del dia del ciclo estral como del ovario en que se administre la SS. Proponemos que
algunos de los factores causantes de estos cambios son los agentes estresores a los que estan
expuestos los animales durante el proceso quirlrgico, tales como: 1) La anestesia con éter.
Previamente hemos mostrado que al anestesiar con éter a los animales en los diferentes dias
del ciclo estral se modifica la concentracién de progesterona, testosterona, estradiol y LH
(Barco y col., 2003; Flores y col., 2005). Los efectos del anestésico fueron atribuidos a la
activacion del eje hipotédlamo-hipd&fisis-adrenal. Ante condiciones de estrés, incrementa la
secrecion del factor liberador de corticotropinas (CRF) y la ACTH, las cuales en su momento
inhiben la secrecién de la GnRH y de la LH, respectivamente (Chrousos y col., 1998). 2) La
perforacion del peritoneo. La operacién simulada, que implica seccién de piel, misculo y
peritoneo trae consigo alteraciones en las hormonas esteroides (Barco y col., 2003; Cruz y
col., 2006; Flores y col., 2006, 2008). La interpretacién que se ha dado a éstos resultados
se ha basado en el hecho de que el peritoneo recibe fibras que se proyectan hacia el ovario
(Barco y col., 2003), de ahi que su perforacion resulte en la modificacién de la

concentracién de hormonas esteroides.

No descartamos la posibilidad de que al momento de la administracién de la solucién
salina, la sola manipulacién del ovario pudiera dar lugar a la activacion de algunas fibras
que inervan la génada, a través de las cuales se envie informacién hacia las adrenales. En

apoyo a esta interpretacién, se ha descrito que ciertas fibras de origen vagal alcanzan la
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gldndula adrenal via el ganglio celiaco (Coupland y col., 1989; Berthoud y Powley, 1993),
centro en el que ademés se originan y se proyectan fibras principalmente de naturaleza
simpética hacia el ovario (Dissen y Ojeda, 1999). El ganglio celiaco actuaria entonces como
un centro de comunicacién entre el ovario y las adrenales, al enviar inervacién hacia ambas
gldndulas, como ha sido ya propuesto (Flores y col., 2006). Asimismo, se ha observado que
la inyeccién de la glandula adrenal izquierda y del ovario izquierdo con dos trazadores
virales retrégrados, muestra doble marcaje en varias estructuras del cerebro (Téth y col.,
2008). Lo que ha permitido sugerir que a nivel neuronal, existe un control integrado de la
funcién ovérica y adrenal (Téth y col., 2008). Partiendo de estas evidencias, nuestros
resultados apoyan la idea de una comunicacién neural entre el ovario y la adrenal ya que
ante la administracién de solucién salina en la bursa del ovario, la adrenal responde con el

aumento de su masa.

El VIP estimula la maduracién del ovocito (Tornell y col., 1988) e incrementa la
sintesis del activador del plasminégeno (Liu y col., 1987). El grupo de Schmidt (1990)
mostrd que el VIP estimula la liberacién del ovocito de manera dosis dependiente, ya que la
perfusiéon de los ovarios de ratas prepiberes con VIP a una concentracién de 107 M,
estimula la ovulacién en el 100% de los ovarios perfundidos, a diferencia de la
concentraciéon de 10° M que sélo lo hace en el 50% de los ovarios y con una cuota
ovulatoria muy baja. Con base en tales resultados, se sugirié que el VIP estimula algunos de
los eventos previos que culminan con la ovulacién (Liu y col., 1987; Schmidt y col., 1990).
En el presente estudio se observé que la inyeccidn unilateral de VIP en los ovarios de
animales en proestro, no aumenté el nimero de ovocitos liberados independientemente

de la génada estimulada. Estas diferencias pueden ser explicadas por la dosis utilizada.

La concentracién de VIP en los ovarios disminuye desde el dia 32 de edad hasta el dia
del primer estro o primer diestro vaginal (Advis y col., 1989). Durante el ciclo estral de la
rata, la concentracién ovérica de VIP es mayor en el diestro 2 que en el proestro y estro
(Parra y col., 2007). El VIP estimula la actividad enzimética del ovario, lo que favorece una
mayor biosintesis de hormonas esteroides (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986;

Trzeciak y col., 1986; George y Ojeda, 1987). Los resultados del presente estudio muestran
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que los efectos in vivo del VIP, sobre la sintesis de progesterona, testosterona y estradiol,
dependen de la etapa del ciclo estral en que se administre el péptido y de la gbnada
estimulada. Las variaciones en la concentraciéon de hormonas esteroides observadas a lo
largo del ciclo estral, podrian explicarse por la expresién de los receptores a VIP en células
de la granulosa y del compartimiento teco-intersticial (Vaccari y col., 2006; Cecconi y col.,
2004) asi como por el nimero de células de la granulosa que responden al péptido en cada
etapa del ciclo estral. De acuerdo con el grupo de Kasson (1985), en el estrato granuloso
existen dos subpoblaciones, de las cuales una responde al VIP y otra a la FSH. Es posible que
el nimero de células que responden al VIP, asi como la expresién de sus receptores,

pudieran estar dado en funcién del desarrollo folicular.

En células de la granulosa en cultivo, el VIP estimula la actividad de la 3p-HSD
(Davoren y Hsueh, 1985) y la sintesis de progesterona (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y
col., 1986), lo cual no ocurre cuando el estimulo con VIP se realiza en la bursa del ovario,
independientemente del dia del ciclo o de la génada estimulada. Estas diferencias podrian
explicarse porque en los dias del diestro 2, proestro y estro, la principal fuente de
progesterona es la adrenal (Barco y col., 2003; Flores y col., 2005; 2008). Al momento, no
contamos con una explicacién del porqué en el dia del diestro 1, el VIP no fue capaz de
inducir una mayor secrecién de progesterona, ya que en este dia del ciclo, la progesterona

circulante es principalmente de origen ovarico (Flores y col., 2008).

El VIP estimula la actividad de la 170-hidroxilasa (Johnson y col., 1994), lo que
favorece una mayor biosintesis de andrégenos (Ahmed y col., 1986; Johnson y col., 1994;
Parra y col., 2007). Nuestros resultados muestran que el ovario izquierdo tiene una mayor
sensibilidad al efecto del VIP y que en el dia del estro su efecto es inhibitorio sobre la
secrecion de testosterona. Al momento, tenemos tres posibilidades para explicar la
respuesta al estimulo VIPérgico durante el ciclo estral: 1) por una diferente capacidad de
sintesis de testosterona por el ovario derecho e izquierdo, tal y como ya se ha descrito que
ocurre a lo largo del ciclo estral de la rata (Barco y col., 2003; Flores y col., 2006). 2) que
la expresion del receptor VPAC2 en las células teco-intersticiales varie en funcién del dia del

ciclo estral, que pudiera estar modulada por la LH. En la rata, las células tecales-intersticiales
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presentan los dos receptores de VIP, de los cuales, sélo la expresidon del receptor VPAC2 es
amplificada cuando las ratas son previamente inyectadas con gonadotropina coridnica
humana, mientras que la gonadotropina coriénica equina no modifica la expresién de
ninguno de los receptores (Vaccari y col., 2006). 3) que la inervacién que recibe cada
génada es diferente. En apoyo a ésta interpretaciéon se ha mostrado que existe una via de
comunicacién multisindptica entre el ovario y el cerebro, que es més abundante hacia el
ovario izquierdo (Téth y col., 2007). El area predptica-hipotaldmica anterior (POA-AHA)
envia eferencias hacia el ovario que regulan de manera asimétrica la concentracién de VIP,
donde el ovario izquierdo recibe una mayor cantidad de fibras nerviosas que el derecho

(Advis y col., 1989).

El VIP estimula la actividad de las aromatasas (George y Ojeda, 1987), lo que resulta
en una mayor biosintesis de estradiol (Davoren y Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986; Parra
y col., 2007). Nuestros resultados muestran que tal evento depende del dia del ciclo estral y
presenta asimetria. En el dia del diestro 2, el VIP estimula la secrecién de estradiol en el
ovario izquierdo y la inhibe en el derecho; mientras que en el dia del proestro, la inyeccién
del péptido en cualquiera de los ovarios estimula la secrecién de estradiol. Por lo anterior,
sugerimos que el papel del VIP en la secrecién de estradiol depende del tipo y tamafio del
foliculo. La respuesta del estrato granuloso al neuropéptido depende de tres factores: 1) de
la presencia de una determinada subpoblacién de células de la granulosa que responden al
estimulo VIPérgico (Kasson y col., 1985); y 2) del tamafio folicular, puesto que, conforme el
foliculo se acerca al estadio preovulatorio, la respuesta esteroidogénica de las células de la
granulosa ante el estimulo VIPérgico deja de ser dosis-dependiente (Johnson y col., 1994).
3) que el efecto del VIP sea regulado por la concentracién plasmética de estradiol, el cual
modula la expresién de los receptores VPAC2 en células de la granulosa. En apoyo a esta
interpretacion se ha descrito que en la mujer postmenopdusica el VIP pierde su capacidad
de incrementar el flujo sanguineo vaginal, a diferencia de lo que ocurre cuando son
previamente tratadas con hormonas sexuales donde se observa su efecto vasodilatador

(Palle y col., 1991).
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La asimetria que observamos en la concentracién de estradiol en el dia del diestro 2,
apoya la idea de que la capacidad de cada gbénada para sintetizar la hormona es diferente
durante el ciclo estral (Barco y col., 2003; Cruz y col., 2006; Flores y col., 2008), lo cual
pudiera ser el resultado de las diferencias en la inervacién que reciben las génadas (Klein y
Burden, 1988; Advis y col., 1989; Téth y col., 2007). Nuestros resultados nos permiten
sugerir que en el dia del diestro 2, el VIP en la génada izquierda modula de manera
estimulante la secrecién de estradiol y la inhibe en el ovario derecho, en tanto que en el dia
del proestro el efecto es estimulante en ambos ovarios, lo que ademds apoyaria la idea de
que la inervacién modula la sensibilidad del ovario a las gonadotropinas, como ha sido

propuesto por otros (Morales y col., 1998; Moréan y col., 2000).

Con base en los cambios observados en la concentracién plasmética de FSH en
respuesta a la inyeccién unilateral de VIP. Sugerimos que el VIP activa algunas fibras
nerviosas en el ovario y envia informacién hasta el sistema nervioso central, lo que pudo
haber modificado la actividad de las neuronas GnRHérgicas. Esto ademas explicaria la
diferencia en el patrén de secrecién de ambas gonadotropinas. Ademaés de que la regulacién
es asimétrica y varia durante el ciclo estral. Debido a que la inyeccién del VIP se realizd de
manera local en la génada, descartamos que el péptido haya actuado directamente sobre el

hipotdlamo o la misma hip&fisis.

En la rata, la seccién unilateral del NOS en el dia del estro resulta en un aumento de
la concentracién sérica de progesterona, medida 1 hr después de la seccién (Flores y col.
2011). En nuestro estudio, en el que los animales fueron sacrificados 24 hrs después de la
seccidn unilateral, no se observaron efectos significativos sobre las concentraciones de
progesterona, testosterona y estradiol. La diferencia observada en los efectos sobre la
concentracién de progesterona puede ser explicada por: 1) el lapso entre la denervacién y
la autopsia (1 hr vs. 24 hrs); 2) la via de abordaje quirdrgico al realizar la denervacién
(ventral en el primer caso y dorso-lateral en nuestro estudio); 3) el dia del ciclo estral en
que fueron autopsiados los animales (estro en el primer caso y diestro 1 en nuestro estudio)
y 4) la hora del dia en que se realizd la cirugia (13.00 hrs en el primer caso y 10.30-11.30 hrs

en el presente estudio). Seglin Ramirez (2011), los efectos de la seccién unilateral del NOS
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sobre la concentracién sérica de la hormonas ovéricas dependen del lapso transcurrido
entre la cirugia y la autopsia. Ademas, los efectos agudos de la castracién o la
adrenalectomia bilateral sobre las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol
dependen del dia del ciclo estral estudiado y de la via de abordaje (ventral o dorso-lateral)
(Flores y col., 2008). A partir de estos resultados los autores han sugerido que diferentes

fibras nerviosas llegan a las zonas del peritoneo.

Segln Klein y Burden (1988) el ovario derecho recibe un mayor ndmero de fibras
simpéticas que el izquierdo, lo que explicaria la diferente respuesta a la seccién unilateral del
NOS (Chéavez y col., 1994; Morén y col., 2000). En el presente estudio, la seccién del NOS
derecho seguida de la inyeccién de VIP en la bursa del ovario derecho, resulté en una
mayor concentracidén sérica de estradiol, respuesta que no se observé en el ovario
izquierdo. Con base en estos resultados proponemos que los ovarios responden de manera
diferente al estimulo con VIP en funcién del ndmero de fibras que recibe cada uno. No
descartamos que el incremento en la capacidad de respuesta del ovario derecho al estimulo
VIPérgico se deba a una mayor expresiéon de los receptores VPAC2, que son los Unicos
receptores a VIP presentes en el compartimiento granuloso (Vaccari y col., 2006), lo que
favoreceria por un lado, la formacién de receptores a FSH (Mayerhofer y col., 1997) y por
otro, el aumento en la sintesis de andrégenos aromatizables (Johnson y col., 1994), eventos

que en su conjunto estimularian una mayor secrecién de estradiol (Davoren y Hsueh, 1985).

En la rata infantil o adulta, la inyeccién de VE resulta en la aparicién de un cuadro de
poliquistésis ovérica (Brawer y col., 1978, 1986; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-Ledesma
y col., 2010), similar al del SOPQ en la mujer (Yen, 2001; Hoyt y Schmidt, 2004). Los
ovarios de estos animales presentan foliculos atrésicos, prequistes, quistes foliculares, no se
observan cuerpos luteos y las concentraciones plasméticas de estradiol y andrégenos son
mayores que en el grupo control (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003, Morales-
Ledesma y col., 2010). Esta descripcién histoldgica, corresponde a la que se observé en el
presente estudio, donde después de la administracion del estrégeno se desarrollan
prequistes y quistes foliculares, morfologia que no se modifica por el estimulo con VIP. Es

posible que este evento se deba al periodo tan corto al que estuvo expuesto el ovario al
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neuropéptido. En apoyo a esta interpretacién se ha mostrado que 15 dias después de la
administracién del VE, incrementa el grado de atresia folicular (Brawer y col., 1986), a los
30 dias comienzan a observarse las estructuras prequisticas (Lara y col., 2000), y los quistes
foliculares se hacen evidentes a los 60 dias post inyeccién del estrégeno (Brawer y col.,
1986; Lara y col., 2000). Estas evidencias estarian indicando que tras la hiperactividad
simpética (Lara y col., 1993; Parra y col., 2007), inducida por la administracién del VE, se

requiere de un periodo prolongado para que la morfologia del ovario sea modificada.

En el presente estudio, la administracion del VE adelanté el inicio de la pubertad, tal
y como se ha observado previamente (Rosa-E-Silva y col., 2003; Rosas, 2006; Morales-
Ledesma y col., 2010). Este evento puede explicarse por el incremento en la concentracién
sérica de estradiol, que se produce 15 dias después de la administracién del VE (Rosas,

2006), y que al actuar sobre el epitelio vaginal, resulta en su ruptura.

En nuestros animales, la inyeccién de VE en hembras infantiles resulté en la
modificacidon del patrén del ciclo estral, caracterizado por un mayor nimero de dias en
diestro. Se ha descrito en la literatura que en los animales con el SOPQ, pueden observarse
diferentes etapas del ciclo, aunque su duracién se modifica (Brawer y col., 1986; Barria y
col., 1993; Sotomayor-Zarate y col., 2008). Es posible que la aciclicidad sea el resultado de
una alteracién en el patrén de secrecidbn de las gonadotropinas. En apoyo a ésta
interpretacion, se ha mostrado que la concentracién sérica de gonadotropinas (Hemmings y
col., 1983; Schulster y col., 1984; Rosa-E-Silva y col., 2003) asi como la relacién LH/FSH

(Rosa-E-Silva y col., 2003) se modifica, lo que se traduce en la interrupcién del ciclo estral.

No se descarta la posibilidad de que la alteracién del ciclo estral de los animales con
el SOPQ resulte del incremento en la actividad de las fibras NAérgica que inervan al ovario,
dado que la seccién unilateral (Morales-Ledesma y col., 2010) o bilateral del NOS (Barria y

col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003), permite el restablecimiento del patrén del ciclo estral.

En nuestro estudio, la administracién de VE a los 10 dias de edad no modificé la

concentracién sérica de hormonas esteroides, semejante a lo observado por otros autores
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(Hemmings y col., 1983; Farookhi y col., 1985; Sotomayor-Zérate y col., 2008). Una
posible explicacidn para este hecho es que no existe una relacién directa entre la morfologia
del ovario y la concentracién sérica de las hormonas. En la hembra del cerdo con ovarios
poliquisticos, la concentracién de progesterona, testosterona y estradiol es normal en suero,
pero es mayor en el fluido folicular del quiste (Szulanczyk-Mencel y col., 2010). Otra
posibilidad es que la modificacibn en la concentracién hormonal dependa de las
caracteristicas de la mucosa vaginal del animal con SOPQ, esto se ve apoyado por el hecho
de que los animales que presentan una histologia vaginal similar a la del dia del estro
(presencia de escamas y ausencia de leucocitos), se caracterizan por altas concentraciones de

estradiol y testosterona (Rosas, 2006; Morales-Ledesma y col., 2010).

En los animales con SOPQ, los efectos a largo plazo de la seccién unilateral del NOS
(realizada a los 24 dias de edad), son asimétricos: mayor concentracién de progesterona
cuando se secciona el NOS izquierdo y menor cuando se secciona el derecho (Morales-
Ledesma y col., 2010). En el presente estudio, la seccién unilateral del NOS en el animal
adulto con SOPQ no modificd la concentracién de la hormona. Estas diferencias pueden ser
explicadas por: 1) el lapso transcurrido entre la seccién de los nervios y la autopsia (66 dias
en el estudio de Morales-Ledesma y 24 hrs en el presente estudio) y 2) en el primer caso la
denervacién se realizd en la etapa juvenil (24 dias de edad), mientras que en el presente
estudio se llevd a cabo en la etapa adulta (60 dias de edad), lo que podria indicar que los
efectos de la denervacién simpética dependen de la edad del animal en que se realice la
cirugia. En la rata sin el SOPQ se ha observado que la actividad del ganglio celiaco varia
entre la rata de 24 y 28 dias de edad, lo que hace pensar que los ovarios reciben diferente
informacién por el NOS (Morén y col., 2009); y a partir de los 35 dias de edad, el nimero
de neuronas simpéticas presentes en el ganglio (Morén y col., 2009) es semejante al del
animal adulto (Morén y col., 2005). Estas evidencias apoyan la idea de que el papel de la

inervacién depende de la edad del animal.

La estimulacién VIPérgica del ovario denervado de un animal con SOPQ, resulté en
una menor concentraciéon sérica de progesterona, independiente del ovario denervado.

Estos resultados muestran que en el animal con SOPQ, el VIP estimula la actividad
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enzimatica de la 17-hidroxilasa (Johnson y col., 1994), lo que explicaria la disminucién de la
concentracién sérica de progesterona a causa de su rdpido metabolismo hacia testosterona.
Estos resultados nos permiten sugerir que la informacién que viaja por el NOS modula el
efecto estimulante del VIP sobre la actividad enzimética y la secrecién de progesterona,
evento que pudiera estar dado en funcién de los receptores adrenérgicos que se activen. En
apoyo a ésta interpretacion, se ha mostrado que el NOS tiene un efecto dual en la
regulaciéon de la secreciéon de progesterona, donde la estimulacién de los receptores o-
adrenérgicos inhibe la secrecién de la hormona, mientras que la activacién de los B, la

estimula (Weiss y col., 1982).

En el animal con SOPQ, la seccién unilateral (Morales-Ledesma y col., 2010) o
bilateral (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003) del NOS disminuye la concentracién
elevada de testosterona, contrario a lo observado en el presente estudio, donde no la
modifica. Al igual que para el caso de la progesterona, estas diferencias pudieran deberse al
tiempo de evolucién entre la cirugia y la autopsia, que de acuerdo a lo descrito en la
literatura, fue mayor a los 10 dias (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003; Morales-

Ledesma y col., 2010), mientras que en el presente estudio fue de 24 hrs.

En los animales con SOPQ, la secrecidén de testosterona como respuesta a la
estimulacién VIPérgica de la génada denervada es asimétrica. Sugerimos que el ovario
derecho es mas eficiente para aromatizar andrégenos que el izquierdo, lo que explicaria la
disminucién en la concentracién de testosterona y el aumento de estradiol. La asimetria
también podria deberse a que cada ovario responde de manera diferente al efecto

vasodilatador del VIP (Said, 1980).

El aumento en la concentracion sérica de andrégenos podria ser ademas el resultado
de un mayor sustrato celular sobre el que esté actuando el VIP. En apoyo a ésta
interpretacién se ha observado que en los ovarios de la rata con SOPQ se incrementa la
poblacién de foliculos atrésicos y se forman quistes foliculares (Lara y col., 2000;
Sotomayor-Zérate y col., 2008), ambas estructuras presentan una teca hipertrofiada, sobre

la que estaria actuando el péptido.
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Es posible que el incremento de testosterona en suero que resulta del estimulo
VIPérgico podria influenciar el desarrollo de la condicién del SOPQ, como ha sido
mostrado que ocurre ante la administracion de letrozol (Manneras y col., 2007), o de DHT

(Manneras y col., 2007; Feng y col., 2009).

En el animal con SOPQ, la seccién unilateral del NOS incrementd la concentracidn
sérica de estradiol, lo cual podria indicar que la inervacién simpética modula de manera
inhibitoria la secrecién de la hormona. En apoyo a esta interpretaciéon se ha observado que
la administracién crénica de guanetidina en el animal con SOPQ, aumenta la secrecién de
estradiol (Ruiz y col., 2008). En esos animales la inervacién VIPérgica es la Unica que
llegaria al ovario por el NOS (Ruiz y col., 2008). Segin George y Ojeda, (1987) el VIP

estimula actividad de las aromatasas.

La estimulaciéon VIPérgica del ovario denervado del animal con SOPQ, no amplifica la
secreciéon de estradiol. Estos resultados difieren a la respuesta que se observa al cultivar los
ovarios de animales con SOPQ donde el VIP estimula la secrecién del estrégeno (Parra y
col., 2007). A partir de nuestros resultados sugerimos que la biosintesis de estradiol en el
ovario derecho es modulada de manera inhibitoria por la inervacién que recibe el ovario a
través del NOS, dado que su eliminacién resulta en una mayor secrecién de estradiol que

no se modifica atn después del estimulo con VIP.

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que
en el animal ciclico, la respuesta esteroidogénica del ovario al péptido intestinal vasoactivo
varia en funcién del dia del ciclo estral y del ovario estimulado. En el modelo del animal
con SOPQ, el péptido en el ovario denervado participa de manera estimulante en la
regulacion de la secrecién de testosterona, lo que contribuye al desarrollo de la patologia y

al parecer la secrecién de estradiol es independiente del estimulo VIPérgico.

Gabsiols Rses Gavilin 90



—_—)
MODELO

Cadenjm fji e

Simpética ©

Secciéon Unilateral

/’ : del NOS
NOs o Origen de la= ; |
/ Inervacién oo
§ Slmpatlga del D L 4o
Ovario -
Ll =
i
DD Y
Al /\"J: /\"J: 5.2°7 N
o T L% \
Médulag ** ¢4 & '\
EsPinaI/o’ N
'/’ 3
g \\
'/' \
’/ 3
-

Células de
la Teca

Membrana Basal

Células de la
Granulosa

Gabbiote Fsas Giovilin 91



En el modelo se muestra que en los animales con SOPQ, la estimulacién local
del ovario izquierdo con VIP incrementa la concentracién de andrégenos en suero.
Esta respuesta no se presenta cuando el ovario denervado es el derecho. Lo que nos
permite sugerir que por cada uno de los nervios llega diferente informacién a los
ovarios lo que hace que, la modulacién que ejerce la inervaciéon en la
esteroidogénesis sea diferente. O bien, que la respuesta de cada ovario ante un
estimulo dado es diferente, efecto que podria estar dado en funcién de la poblacién

de receptores a VIP (figura 27).

Figura 27. Modelo de los efectos del estimulo VIPérgico del ovario denervado de animales
con SOPQ, sobre la biosintesis de hormonas esteroides. VE, valerato de estradiol; GC,
ganglio celiaco; NOS, nervio ovérico superior; VIP, péptido intestinal vasoactivo; SNOI,
seccion del nervio ovérico superior izquierdo; SNOD, seccién del nervio ovérico superior
derecho; P4, progesterona; T, testosterona; E2, estradiol; R-LH, receptor de la LH; R-FSH,
receptor de la FSH; VPAC1, VPAC2, receptores 1y 2 de VIP.
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CONCLUSIONES

4 La respuesta ovulatoria de animales en proestro no se modifica por efecto de

la estimulacién con VIP, independientemente del ovario inyectado.

4 La estimulacién del ovario con VIP no modifica la secrecién de progesterona,

independientemente del dia del ciclo estral o del ovario estimulado.

4 En el dia del estro, el VIP modula de manera inhibitoria la secrecién de

testosterona en el ovario izquierdo.

4 En el dia del diestro 2, el VIP participa de manera asimétrica en la regulacién
de la secrecién de estradiol, mientras que en el dia del proestro su efecto es

estimulante en ambos ovarios.

4 La concentracién sérica de hormonas esteroides no se modifica por la seccién

unilateral del nervio ovérico superior en el dia del estro.

4 La estimulaciéon VIPérgica del ovario denervado de animales sin el SOPQ,

modula de manera asimétrica la secrecidén de estradiol en el dia del estro.

4 En el modelo del animal con SOPQ, el nervio ovérico superior derecho

regula de manera inhibitoria la secrecién de estradiol.

4 En el ovario izquierdo (denervado) de los animales con SOPQ, el VIP regula

de manera estimulante la secrecidn de testosterona.
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4 En la rata con SOPQ, el VIP no participa en la regulacién de la secrecién de

progesterona ni estradiol, independientemente del ovario denervado vy

estimulado.

4 En los animales con SOPQ, la estimulacién VIPérgica de la gébnada denervada

no modificé la morfologia del ovario estimulado ni del contralateral al

estimulo.
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