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Resumen

RESUMEN

En la rata, el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) se caracteriza por una
mayor actividad de las fibras simpaticas aferentes al ovario por medio del nervio
ovérico superior (NOS). Por esta via llegan al ovario el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) y noradrenalina (NA), dos neurotransmisores involucrados en la esteroidogénesis

ovadrica.

En el presente estudio se evalud la participacion que ejerce el VIP sobre la
respuesta ovulatoria y en la secrecién de progesterona y estradiol en la rata adulta.
Para ello se utilizaron ratas hembras de 60 dias de edad, que en la mafiana del estro se
sometieron a la seccién izquierda (SNOI) o derecha (SNOD) del NOS y en el mismo
acto quirlrgico se inyectaron 20ul de VIP (10°M) o de solucién salina en la bursa del
ovario denervado, todos los animales fueron sacrificados al segundo estro vaginal

post-cirugia.

Los resultados obtenidos mostraron que cuando el ovario derecho es denervado
y estimulado con VIP incrementa la ovulacién por parte del ovario intacto y la
concentracidn de progesterona y estradiol, con respecto a su animal testigo estimulado
con SS. Cuando el ovario denervado y estimulado con VIP fue el izquierdo la respuesta

fue semejante a la de su grupo testigo.

Para evaluar el papel del péptido en el modelo del animal con SOPQ se
inyectaron intraperitonealmente 2.0 mg de valerato de estradiol disuelto en O.1ml de
aceite de maiz a los 10 dias de edad y a los 60 dias de edad en la etapa de estro, se les
realizé la seccién del NOS izquierdo o derecho y en el mismo acto quirdrgico se
inyectd en la bursa ovérica 20ul de VIP (10°M) o de solucién salina, todos los animales
fueron sacrificados al segundo estro vaginal post-cirugia. En estos animales VIP
incrementd el nimero de animales ovulantes con una baja cuota ovulatoria y la
concentracion de progesterona disminuyd, mientras que la de estradiol incrementd en

comparacién con el grupo inyectado con solucidn salina.
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Resumen

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que en la rata con
seccion unilateral del NOS, el VIP ejerce un efecto estimulante en la produccién de
progesterona y estradiol. En la rata con SOPQ el VIP incrementa el metabolismo de la

progesterona y la actividad de las aromatasas, lo que se traduce en un incremento de

la concentracién de estradiol.
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Introduccion

INTRODUCCION

El sindrome del ovario poliquistico es la causa mas comdn de infertilidad vy
anovulaciéon que afecta entre el 6 y 10 % de mujeres en edad reproductiva
(Tsilchorozidou y col., 2004). Consiste en una patologia que se manifiesta clinicamente
por una combinacidén de hiperandrogenismo acompafiado de anovulacién crdnica, asi
como en un aumento en la relacién hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante
(FSH) (Yen., 2001) y se asocia a un incremento en la pulsatilidad hipofisiaria de la LH y
resistencia a la insulina (Builes y col., 2006). Desde 1935 Stein y Leventhal sefialaron
que en el SOPQ existe heterogeneidad tanto en la morfologia del ovario como en los

resultados clinicos (Tsilchorozidou y col., 2004).

Las secuelas del SOPQ a largo plazo consisten en el desarrollo de céncer
endometrial, diabetes tipo Il y trastornos cardiovasculares. En pacientes con SOPQ se
han descrito alteraciones funcionales interrelacionadas con el eje hipotadlamo-hip&fisis-

ovario (Yen., 2001).

Los ovarios de los mamiferos estadn inervados por fibras simpéticas y sensoriales,
ademds de un pequefio componente parasimpatico (Burden., 1978). La inervacién
simpética tiene fibras que transportan neuropéptido Y (NPY), VIP y catecolaminas
(principalmente NA). En la inervacidon sensorial participan fibras que contienen el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y sustancia P (SP), asi como
VIP (Dissen y Ojeda., 1999). NA y VIP son dos neurotransmisores que llegan al ovario
por medio del NOS y se ha postulado que son responsables del incremento de
estradiol y andrégenos en ratas tratadas con valerato de estradiol que han desarrollado

SOPQ (Ahmed y col., 1986; Dissen y Ojeda., 1999; Parra y col., 2007).
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Introduccion

Previamente se mostrd que al eliminar de manera selectiva las fibras simpaticas
por medio de la administracién de guanetidina (GTD), dejando intactas aquellas fibras
que contienen VIP, se mantienen las caracteristicas del SOPQ, por lo que el autor

sugiere que el VIP es uno de los factores que participan en el desarrollo de la patologia

(Ruiz., 2009).

Con base en estos antecedentes, en el presente estudio se analizé en el modelo

de rata con SOPQ, la respuesta del ovario denervado a la estimulacién intrabursal con

VIP.

o¥Fr



Marco teorico

MARCO TEORICO

DESARROLLO POST NATAL DE LA RATA HEMBRA

La rata hembra es utilizada como un modelo de estudio debido a su facil
manejo, a su rapido crecimiento y a su alta tasa de reproduccién; los resultados
obtenidos en la experimentacién con este animal pueden ser aplicables a otras
especies, incluido el humano, ya que ha sido mostrada cierta similitud entre la
rata y el humano en el control de la secrecién de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), de las gonadotropinas, asi como en el desarrollo
folicular ovérico y en la participacidén de la hormona de crecimiento (GH) en la

pubertad (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido., 1990).
PUBERTAD EN LA RATA

El inicio de la pubertad implica una serie de cambios neuroendocrinos en
el eje hipotédlamo-hip&fisis-gdnada, que culmina con la maduracién sexual y el

inicio de la capacidad reproductiva.

El tiempo de gestacion en la rata es de 21 a 23 dias, la primera ovulacién
se presenta de los 35 a los 45 dias de edad dependiendo de la cepa. En las
hembras la Unica sefal externa del inicio de la pubertad es la canalizacién
vaginal, que ocurre en respuesta a la estimulaciéon estrogénica (Ojeda vy

Urbanski., 1988).

Ojeda y colaboradores (1980) propusieron una clasificacién con base en

cambios morfolégicos vy fisiolégicos relacionados con los distintos componentes




Marco teorico

del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, lo que ha permitido dividir las etapas del

desarrollo prepuberal en cuatro periodos postnatales:

Periodo neonatal: Esta etapa comprende desde el nacimiento hasta el
séptimo dia de vida. El crecimiento folicular se inicia independiente de las
gonadotropinas, ya que los receptores a éstas se forman a partir del quinto dia
de vida. A partir de este momento, la FSH comienza a estimular la produccién
de estradiol a partir de testosterona. El control negativo de la secrecién
gonadotrdpica por estradiol es ineficiente debido a la presencia en el suero de
o-feto proteina, la cual une fuertemente a los estrdgenos tornandolos
biolégicamente inactivos. Al final de esta etapa es evidente la respuesta
esteroidogénica del ovario a gonadotropinas y hay un pequefio aumento de
FSH mientras que la LH se mantiene baja (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido.,

1990).

Periodo infantil: Transcurre del dia 8 al dia 21 de vida. Durante esta etapa
se presentan altas concentraciones plasmaticas de FSH, necesarias para el
reclutamiento y crecimiento de los foliculos. En esta etapa comienzan a
aumentar rapidamente la concentracién de LH, al aumento brusco en la
concentracion de esta hormona se le conoce como “picos” esporadicos de LH.
Al parecer, los picos esporédicos de LH en la etapa infantil tienen su origen en la
activacion de neuronas noradrenérgicas en el area predptica anterior (POA).
Durante la etapa infantil, la produccién ovérica de estrégenos a partir de
precursores exdgenos se incrementa considerablemente y FSH es capaz de

inducir la actividad de la enzima aromatasa (Ojeda y Urbanski., 1994).

A partir del dia 15 de vida disminuye la concentracién de FSH y son

menos visibles los picos de LH. Comienza a ser detectable la inhibina en el
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Marco teorico

suero, y la desaparicién de a-feto proteina facilita la retroalimentacidn negativa
del estradiol sobre las gonadotropinas (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido.,

1990).

Periodo juvenil: Este periodo se comprende del dia 22 al 32 de vida. Al
inicio de esta etapa se registra la concentracién més baja de LH y se mantiene sin
variaciones en un comienzo pero tiende a aumentar y su secrecién se da en
forma pulsatii a intervalos de 30 minutos (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido.,1990). Hacia el final de esta etapa se establece un ritmo de secrecion
circadiano de LH, ya que la concentracién y la amplitud de sus pulsos aumentan
diariamente durante la tarde. A nivel ovarico se da un aumento de receptores a
LH (Smith-White y Ojeda., 1981), lo que se traduce en una mayor
esteroidogénesis. En cambio, las concentraciones plasméticas de FSH

permanecen bajas.

El aumento gradual de la prolactina y de la hormona del crecimiento (GH)
en este periodo es facilitatorio de la accidén estimuladora de las gonadotropinas

(Ojeda y col., 1980).

Periodo peripuberal: Comprende desde el dia 30 hasta la primera
ovulacién. En el ovario se da el méaximo ndmero de receptores para FSH y LH,
lo que se traduce en una mayor respuesta esteroidogénica. Hacia la quinta
semana de vida las concentraciones basales de LH y la amplitud de los pulsos
son mayores durante la tarde, por lo que el patrén circadiano de la LH se
establece de forma clara y regular. El establecimiento de los pulsos de secrecidn
de LH es el responsable de estimular al ovario para una mayor produccién de

estradiol. La secrecidn de prolactina es semejante a la de LH, esta concentracion
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baja durante la mafiana con "picos" vespertinos cada dia (Becu-Villalobos y

Lacau-Mengido., 1990; Ojeda y Urbanski., 1994).

Consecuentemente aumentan las concentraciones plasmaticas de estradiol,
progesterona y testosterona; esta Ultima es responsable de la canalizacién
vaginal. Las altas concentraciones de hormonas esteroides inducen en el
hipotdlamo la secrecién de GnRH que culmina con el surgimiento brusco de
gonadotropinas y la primera ovulacién (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido.,

1990).

EJE — HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

Las funciones ovdricas estdn bajo el control neuroenddcrino en el que
interviene el hipotdlamo, en donde se concentran las sefiales del sistema
nervioso central. El hipotadlamo es el encargado de la secrecién de la GnRH que
viaja a través del sistema porta hipotdlamo-hipofisiario hasta la hip&fisis y alli
estimula la secrecidn de gonadotropinas: LH y FSH; ambas actian en el ovario

modulando el crecimiento y maduracién de los foliculos.

La secrecién de GnRH, LH y FSH es regulada por mecanismos de control
positivo y negativo, ejercido por los estrégenos producidos en los foliculos

ovéricos (Tresguerres., 2003).
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OVARIO

Los ovarios son dos glandulas de secrecién interna con estructura ovoide
de color rosado grisaceo y superficie irregular (Jubiz., 1988). Estdn recubiertos
por una capa de células epiteliales-cibicas Ilamada epitelio germinal
(Tresguerres., 2003). Su aporte nervioso, vascular y linfatico ocurre
precisamente a través del mesovario, que juntamente con otras estructuras
fibromusculares, mantienen el ovario en posicién a la entrada de las trompas de
falopio y unido al Gtero (Tresguerres., 2005). Los vasos sanguineos y linfaticos
entran y salen de los ovarios por el hilio y se distribuyen a través de células de
tejido conjuntivo denso denominadas estroma. Estd constituido por tejido
estromal que contiene ovocitos primarios, foliculos primordiales y células

intersticiales glandulares (Pocock., 2005; Jubiz., 1988)

El ovario realiza las siguientes funciones: la maduracién de la célula
germinal femenina (foliculogénesis), la produccién de o&vulos maduros
(ovulacién) aptos para ser fecundados, asi como la secrecién de hormonas
esteroideas y peptidicas (Tresguerres y col., 1999). Dichas funciones se

encuentran reguladas por la unidad hipotalamo-hipofisiaria.
En el ovario se pueden distinguir tres zonas:

= /a corteza. Es la zona mas abundante, en ella se encuentran los
foliculos en sus diferentes estados de maduracién con los ovocitos.
Entre los foliculos se encuentran el tejido conectivo de sostén y las

células intersticiales (Sanchez-Criado., 1999).
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» [a region medular. La forman una rica red vascular y tejido conectivo

laxo y fibroso (Sanchez-Criado., 1999).

= £l hilio. Es la regién donde se encuentra la arteria y la vena ovérica,
los vasos linfaticos y algunas terminales neurales aportadas por el
sistema nervioso simpético y parasimpético (Burden., 1985; Sdnchez-

Criado., 1999).
Compartimentos funcionales del ovario (Figura. 1):

1. El folicular, formado por los foliculos en diferentes fases de
desarrollo: primordial, primario, secundario y preovulatorio. El
foliculo ovérico constituye la unidad estructural y funcional del

ovario.

2. Cuerpo lateo, que se forma del foliculo que expulsa el ovocito

durante la ovulacién.

3. La gléndula intersticial, la que se forma a partir de la teca interna de
los foliculos atrésicos que tienen receptores a LH (Dominguez y

col.,1991).
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Células de la
granulosa
Foliculo secundario

Ligamento suspensorio

Ovocito primario
Foliculo primario

Médula ovarica

Hilio
Foliculo primordial Arterias y vasos
sanguineos
Tunica albuginea
Vesiculafolicular

Epitelio germinal
Antro

Foliculo secundario
Zona pelucida

Ligamento

ovarico Ovocito liberado

ﬁg?rpo Cuerpo cuyerpo liteo en

aibicans liteo  desarrollo Ovulacién
Corteza
ovérica

FIGURA 1.  Estructura histolégica de un ovario de mamifero que indica sus tres regiones

(médula, corteza e hilio) y los estadios de desarrollo folicular (Modificado de Pocock., 2005).
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DESARROLLO FOLICULAR

La foliculogénesis es el proceso de maduracién del foliculo ovérico y se

desarrolla de manera paralela a la ovogénesis.

El foliculo es la unidad anatdémico-funcional del ovario. Su funcién es
mantener, nutrir, madurar y liberar al ovocito en el momento en que este sea
capaz de ser fecundado (Dominguez., 1991). En cada ciclo ovérico, un foliculo
progresa a través de una serie de estadios de desarrollo que incluyen:
crecimiento y maduracién, ovulacién, formacién del cuerpo luteo y en ausencia

de fecundacién, la degeneracién del cuerpo lateo (Pocock., 2005).

La primera mitad del ciclo consta de los estadios preantral, antral y
preovulatorio que se relacionan con el crecimiento y desarrollo folicular (Figura
2). La ovulacién se produce a mitad de ciclo y a continuacién el foliculo
colapsado se convierte en un cuerpo liteo por un proceso conocido como

luteinizacién (Pocock., 2005).
Foliculos primordiales

Son los més pequefos y numerosos y constituyen la reserva de foliculos en
reposo. Cada uno de ellos estd conformado por un ovocito esférico, rodeado
por una capa de células foliculares (células epiteliales aplanadas) y delimitado

por una membrana basal poco evidente (Bergman y col., 1998).

En la rata la aparicién de los foliculos primordiales y primarios se dan en la

etapa neonatal (Dissen y col., 2004; Malamed., 1992).

o¥Fr
10


http://es.wikipedia.org/wiki/Fol%C3%ADculo_ov%C3%A1rico

Marco teorico

Foliculo preantral

El foliculo preantral aumenta su didmetro que pasa de aproximadamente
20 um a 200-400 um, el ovocito primario también aumenta de tamafio dentro
del foliculo hasta alcanzar aproximadamente los 120 um. Durante esta fase del
crecimiento se produce una gran actividad anabdlica dentro del ovocito,
destinada a cargar su citoplasma con los nutrientes que requerird para su
maduracion. Las células estromales que rodean el ovocito se dividen formando
diversas capas de células de la granulosa y secretan una glucoproteina que deja
una region alrededor del ovocito sin células, conocida como zona peltcida.
Ademas las células adyacentes a la ldmina basal se multiplican y se diferencian
formando capas concéntricas, alrededor del foliculo primario denominadas teca.
Las capas mas externas de las células tecales son planas y de naturaleza
fibromuscular (teca externa), mientras que las capas internas son mas cuboidales

(teca interna) (Pocock., 2005).

Hacia el final del estadio preantral las células de la granulosa desarrollan
receptores para los estrégenos y para la FSH hipofisaria, mientras que las células

tecales desarrollan receptores para la LH hipofisaria (Pocock., 2005).
Foliculo antral o secundario

El flujo continuo de foliculos por el estadio preantral, no dependiente de
hormonas, garantiza la presencia de varios foliculos disponibles que han
completado su crecimiento preantral y poseen los receptores apropiados para las
gonadotropinas y los estrégenos. Su posterior desarrollo depende del estado
endocrino del organismo en ese momento. Siempre que las concentraciones de
FSH y LH circulantes sean adecuadas cualquier foliculo que disponga de

receptores entrara en el siguiente estadio de desarrollo (Pocock., 2005).

o¥Fr
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Marco teorico

Las gonadotropinas FSH y LH, convierten los foliculos preantrales en
antrales. El estadio antral de desarrollo suele durar de 8 a 10 dias. Durante ese
tiempo, las células de la granulosa empiezan a secretar liquido folicular
alrededor del ovocito. Este liquido forma el antro, que da nombre a este
estadio. El foliculo es mucho mayor (alrededor de 5mm de didmetro) aunque el
ovocito sigue teniendo méas o menos el mismo tamafio (120 um). Rodeado de
células de la granulosa, el ovocito queda virtualmente suspendido en el liquido
folicular y permanece unido al borde principal de las células de la granulosa por

un tallo fino (Pocock., 2005).

Bajo la influencia de las gonadotropinas, las células del foliculo antral
empiezan a secretar grandes cantidades de hormonas. Tanto células de la
granulosa como tecales adoptan las caracteristicas del tejido secretor de
esteroides, con numerosas gotitas de lipidos, microtibulos y reticulo
endoplésmico liso en su interior. Bajo la influencia de la LH hipofisaria, las
células de la teca interna sintetizan y secretan los andrégenos testosterona vy
androstediona y producen pequefias cantidades de estrégenos. Las células de la
granulosa, que poseen receptores para la FSH parecen responder a la presencia
de esta hormona convirtiendo los andrégenos en estrégenos (en especial, 173-
estradiol). El resultado es un aumento sustancial de las concentraciones

circulantes tanto de andrégenos como de estrégenos (Pocock., 2005).

En el foliculo antral los estrégenos producidos por las células foliculares, se
unen a sus receptores y estimulan la proliferacién de células de la granulosa
sensibles a estrégenos y convierten los andrégenos en estrégenos, durante los 2
6 3 dias finales de este estadio aumentan rapidamente los valores de los

estrégenos (Pocock., 2005).
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Foliculo preovulatorio

A medida que el foliculo se acerca al final de la fase antral de desarrollo y
se produce un aumento repentino de estrégenos, es preciso que coincidan dos
importantes acontecimientos para que el foliculo continte su desarrollo y
alcance el estadio preovulatorio, en donde las células de la granulosa deben
adquirir receptores para la LH y las concentraciones circulantes de esta hormona

deben aumentar sibitamente (Pocock., 2005).

La sintesis de receptores de LH se produce como respuesta a la FSH y a los
estrégenos. El intervalo entre el aumento de LH y FSH varia de 12 a 15 horas en
la rata y cerca de 36 horas en la mujer. Las concentraciones de FSH y LH se
elevan por lo que alcanzan una concentracién éptima que regula el nimero de

6vulos a ser liberados (Baker., 1982).
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FIGURA 2. Esquema que muestra las caracteristicas del foliculo ovérico en diferentes etapas de
crecimiento en el ovario: (A) primordial, (B) primario, (C) secundario y (D) preovulatorio

(Modificado de Berne y col., 1999).
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OVULACION

Las ultimas fases del desarrollo folicular, los estrégenos junto con las
gonadotropinas coordinan la maduracién del foliculo de preovulatorio, y
ejercen una accién de retroalimentacién positiva sobre el eje hipotalamo-
hipofisario que provoca la liberacién ovulatoria de gonadotropinas. Ademas, las
células de la granulosa del foliculo preovulatorio experimentan un cambio en la
esteroidogénesis que induce la produccién adicional de progesterona (seal
temprana de luteinizacién). La produccién de estradiol y progesterona por la
granulosa incrementa los receptores de LH en ésta y estimula la liberacién

ovulatoria de LH (Tresguerres., 1999).

El foliculo preovulatorio crece rapidamente y el ovocito primario,
completa su primera divisiobn meidtica. Entretanto, la superficie del ovario
comienza a presentar un abultamiento, en cuyo vértice aparece una zona
avascular, el llamado estigma. Una elevada concentracién de LH aumenta la
actividad de colagenasa, resultando en la digestién de las fibras de coldgeno que
rodean al foliculo. Los niveles de prostaglandinas también se incrementan en
respuesta al aumento brusco de LH y causan contracciones musculares locales en
la pared del ovario. Estas contracciones expulsan al ovocito que, junto con las
células de la granulosa que lo rodean desde la regién del cimulo oéforo, se
desprende y flota fuera del ovario. Algunas de las células del cdmulo odéforo
vuelven a organizarse alrededor de la zona peltcida y forman la corona radiada.
En el momento en que el ovocito con las células del cimulo odforo es
expulsado del ovario (ovulacidén) termina la primera division meidtica y el
ovocito secundario inicia su segunda division meidtica (Langman y Sadler.,

2001).
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En las Gltimas fases del desarrollo folicular, los estrégenos junto con las

gonadotropinas coordinan la maduracién del foliculo preovulatorio, tras la

liberacién ovulatoria de LH se produce un aumento de la concentracién de AMP

ciclico tisular, lo que induce luteinizacién y activacién de enzimas luteoliticas

responsables de la ruptura de la pared folicular (Tresguerres., 1999) (Figura 3).

Foliculos en crecimiento

Trompa
de Falopio

Ampolla

Células
del ciimulo
oéforo

Fimbrias R g : ;
s ol PR Ovocito secundario
‘ g en la segunda
/ ‘ division meiética

FIGURA 3.

Relacién entre las fimbrias y el ovario. Durante la ovulacién se considera que las

fimbrias experimentan un movimiento de barrido sobre el foliculo rompiéndose, para recoger

el ovocito y conducirlo hasta la trompa uterina. (Tomado de Langman y Sadler., 2001).
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CUERPO LUTEO

Después de la ovulacién hay cambios espectaculares en el foliculo. Estos
cambios dan como resultado la formacién de una verdadera gldndula endocrina

dentro del ovario: el cuerpo luteo.

Inicialmente el foliculo se reduce a una fraccién de su tamafo anterior y la
membrana granulosa es arrojada en los pliegues. Los remanentes del antro son
obliterados répidamente por la proliferacién de células de la granulosa que se
transforman en células del cuerpo amarillo (células luteinicas); también hay una
infiltraciéon por medio de capilares que provienen de la teca interna. Algunas de
las células de la teca penetran junto con los capilares para formar las paredes de
subdivisién, las trabéculas, pero el mayor componente de la gldndula se deriva
de la granulosa. Las células luteinicas contienen grénulos secretorios y el
pigmento amarillo del que se deriva el nombre de cuerpo lateo (que significa

cuerpo amarillo) (Baker., 1982).

La funcién del cuerpo amarillo es secretar progesterona, que es muy
importante para controlar la duracién del ciclo reproductor en muchas especies
y que, sirve también para mantener el embarazo. La gléndula tiene una vida
limitada que depende de que el embarazo continle o no. Hacia el final de su
existencia cesa la secrecién de progesterona y las células luteinicas degeneran. La
regresion se completa con la infiltracién de fibroblastos que convierten a la

glandula en una masa de tejido cicatricial (corpus albicans) (Baker., 1982).

En el caso de la rata, después de que ocurre la ovulacién se forman varios
cuerpos liteos que en el diestro del siguiente ciclo estral presentan un tamafo

maéaximo. Estos cuerpos liteos presentan signos de regresion en el diestro del
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segundo ciclo. Las concentraciones de progesterona secretadas por el cuerpo
lGteo de roedores son bajas durante uno o dos dias. Cuando ocurre la
fertilizacién de los ovocitos, la hipdfisis secreta altas cantidades de LH que
rescatan al cuerpo liteo y permiten su permanencia durante la etapa de
gestacion (que dura de 20 a 22 dias). Finalmente el cuerpo liteo experimenta

regresion o lutedlisis (Freeman., 1994).

ATRESIA FOLICULAR

La atresia representa uno de los fendbmenos mds importantes y menos
conocidos en la biologia reproductiva. En la fisiologia ovérica la atresia es el
proceso por el cual los foliculos y ovocitos se eliminan del ovario. El término
atresia es de origen griego, literalmente significa la clausura u obliteracién de un

orificio o pasaje del cuerpo (a=no, tresos=perforacién) (Rosales., 1998).

Varios  procesos anatomo-fisiolégicos estdn asociadas con la atresia
folicular, entre ellos se encuentra: desprendimiento y degeneracién de células de
la granulosa, presencia de células con nucleos picndticos en la granulosa,
fragmentacién de la ldmina basal, reduccién en la sintesis del &cido
desoxirribonucleico (ADN), disminucién de la sintesis de estrégenos vy
disminucién de la capacidad de fijacién de gonadotropinas. Recientemente se ha
reportado que las células de la granulosa y de la teca, colectadas de foliculos
atrésicos, presentan fragmentacién internucleosomal del ADN, caracteristico de
las células que sufren apoptosis, lo cual ha llevado a postular, que la apoptosis es
el principal mecanismo de degeneracién celular durante el proceso de la atresia.

Recientemente la atresia ha sido asociada con una falla en la produccién o
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activacion de las enzimas que participan en la remodelacién tisular del tejido

ovérico (Rosales., 1998).

La apoptosis es un modelo de muerte celular no téxica que elimina células
en los tejidos sin desencadenar una respuesta inflamatoria. Este proceso requiere
la sintesis de proteinas y normalmente posee un patrdn tipico de fragmentacién

del ADN. Este proceso esta regulado por genes especificos (Yeh y Adashi., 2001).

Las gonadotropinas son las principales hormonas que regulan el proceso del
desarrollo folicular. En el ovario, LH y FSH modulan la secrecién de
progesterona y estradiol; ésta ultima hormona estimula a nivel local Ia
proliferacién celular lo que favorece el crecimiento y maduracién folicular

(Bergman y col., 1998; Geneser., 2000).

A las gonadotropinas se les considera como factores que inhiben el proceso
por el que los foliculos degeneran y van a la atresia (Ojeda y Urbanski., 1994).
Durante la etapa prepuber, la incidencia de atresia parece deberse a la presencia
de bajas concentraciones de FSH, que son capaces de iniciar el desarrollo de los
foliculos hasta el estadio antral, pero que son ineficientes para estimular el

crecimiento folicular a término.

Los signos primarios de atresia en los “foliculos en crecimiento” y en los

preovulatorios son:

a) Condensacién de los cromosomas y encogimiento de la membrana que
envuelve al nicleo del oocito.

b) Picnosis de los nicleos de las células granulosas.

c) Desprendimiento de las células de la granulosa lo que permite que floten

libremente en el liquido folicular.
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Puede parecer que el oocito complete su division meidtica anormalmente
(seudomaduracién) o que presente una fragmentacién de tal manera que
superficialmente parezca una modrula. Ocasionalmente se observan cambios de
seudomaduracién en foliculos primordiales atrésicos, por lo general, las células
granulosas sobreviven mientras que el oocito es fagocitado por macréfagos

(Baker., 1982).

La atresia representa un proceso ciclico que involucra foliculos de diferentes
tamanos, incluso aquellos de didmetro inferior al milimetro. Si bien los
mecanismos exactos involucrados en la atresia son inciertos (Billig., 1993), gran
cantidad de informacién parece implicar a los andrégenos derivados de las
células teco intersticiales. Por lo tanto, la biosintesis de andrégenos estimulada
por la LH en las células de la teca, podria producir efectos adversos en las células
de la granulosa adyacentes mediados por receptores. En apoyo a esta idea se ha
visto que el tratamiento con antisuero contra LH o contra la androstendiona,
aumenta la tasa de ovulacién, probablemente por la disminucién en la atresia de

los foliculos preovulatorios (Yeh y Adashi., 2001).
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ESTEROIDOGENESIS

Los principales esteroides sexuales producidos en el ovario son el estradiol
y la progesterona, aunque también se producen pequefas cantidades de
estrona, androstenediona, testosterona, 17a-hidroxiprogesterona vy varias
hormonas no esteroides, como la inhibina, activina y la relaxina. Todos los
esteroides ovaricos se producen fundamentalmente en las estructuras foliculares

(Tresguerres., 2005).

Al igual que los producidos en los testiculos, en las glandulas suprarrenales
o en la placenta, todas las hormonas esteroides se derivan del colesterol. El
colesterol posee una estructura formada por tres anillos ciclohexano y un anillo
ciclopentano, que fusionados se denomina nucleo ciclopentano
perhidrofenantreno. Tal estructura posee grupos metilo en el C-10 y C-13, un
grupo hidroxilo en el C-3 del anillo A, una cadena alifatica ramificada de 8
carbonos en la posiciéon C-17 del anillo D y una instauracién entre el C-5 y C-6

(Figura 4) (Baynes y Dominiczak., 2006)

24
CH
26

27
CH,

Figura 4. Estructura quimica del colesterol (Tomado y modificado de Van
Voorhis.,1999)
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El colesterol se obtiene a partir de tres fuentes principales:

a) Del que circula en la sangre en forma de lipoproteinas de baja densidad
(LDL)

b) El que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de acetilcoenzima A

c) El que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas

lipidicas (Tresguerres., 2005).

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la
captaciéon del colesterol lipoproteico, concretamente de las LDL. Existen
receptores especificos para las LDL en membrana de las células ovéricas y
también hay sistemas enzimaticos capaces de sintetizar el colesterol. El
colesterol, se transporta después a las membranas mitocondriales, donde
comienza la biosintesis esteroidea (Figura 5). La proteina implicada en el
transporte de colesterol al interior de la mitocondria es la proteina

transportadora o reguladora de la esteroidogénesis (StAR) (Yoshinaga., 1999).

El primer paso en la esteroidogénesis es la conversidn de colesterol a
pregnenolona la cual comienza en la membrana interna de las mitocondrias. La
reduccién del nimero de carbonos se produce por oxidaciones catalizadas por
enzimas de la familia del citocromo P450 (Van Voorhis., 1999). La enzima que
actla en primer lugar es la P450scc (desmolasa) la cual corta la cadena lateral de
6 carbonos del colesterol produciendo &cido isocaproico y pregnenolona
(Brown., 1999; Van Voorhis., 1999). Una vez sintetizada la pregnenolona en las
células de la teca interna del ovario, su metabolismo puede seguir dos rutas

diferentes:
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1) La ruta A4 o de las cetonas, en donde la pregnenolona es convertida a
progesterona por actividad de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD)
localizada en el reticulo endoplasmico liso de las células tecales, granulosas y
tecales, por lo general esta ruta se realiza en el cuerpo lateo. Esta via la toman
aquellas moléculas esteroides que tienen el enlace de insaturacién en el C-4 y

un grupo ceto en el C-3 (Van Voorhis., 1999).

La pregnenolona se convierte en progesterona por acciéon de la 3p-HSD
la cual produce una deshidrogenacién del grupo hidroxilo convirtiéndolo en
cetona (carbono-3), también es producida una isomerizacién del doble enlace
presente en la pregnenolona cambidndolo de posicién del carbono 5 al 4. La
pregnenolona formada viaja al torrente sanguineo para cumplir con sus
funciones o por medio del complejo enziméatico P450c17, es convertida a 17-

hidroxiprogesterona (Van Voorhis., 1999).

2) La ruta A5. 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 17 a-
hidroxilasa 'y la 17,20 liasa  convierten la  pregnenolona a
deshidroepiandrosterona (DHEA), que por actividad de la 3p-HSD sera
transformada posteriormente en androstenediona. Por dltimo, la 17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) interviene en la conversién de la
androstenediona a testosterona. Esta ruta la toman aquellas moléculas esteroides
que tienen el doble enlace en la posiciéon C-5 y un grupo hidroxilo en el C-3

(Van Voorhis., 1999).
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FIGURA 5. Esquematizacién de las rutas para la biosintesis de las hormonas esteroides donde
1) 20, 22 desmolasa, 2) 17-hidroxilasa, 3) 17, 20-desmolasa, 4) 17BOH-esteroide-
deshidrogenasa, 5) 3B3-a-deshidrogenasa y 64-5 isomerasa, 6) 5a reductasa, 7) 3a reductasa, 8)
aromatasa (Van Voorhis.,1999).
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TEORIA DE LA DOBLE CELULA

En la esteroidogénesis es necesaria la participacién de las células de la teca
y la granulosa, debido a que las células de la teca carecen del complejo
aromatasa que convierte andrégenos a estrégenos, mientras que las células de la
granulosa producen progesterona (P4) pero carecen de la enzima 17a-HSD, que
es esencial en la conversidn a andrégenos. Por consiguiente las células de de la
teca producen los andrégenos que se mueven a través de la membrana basal a
las células de la granulosa, donde éstos son convertidos a estrégenos por la

aromatasa (Yoshinaga., 1999).

La FSH y LH, estimulan en conjunto la sintesis de estrégenos. La teoria de
la “doble célula-doble hormona” en la biosintesis de estrégenos implica la unién
de LH a su receptor en células de la teca interna, donde la accién de LH es
mediada por el sistema adenilato ciclasa-AMPciclico o fosfolipasas, estimula la
entrada del colesterol en las mitocondrias y su conversidn en pregnenolona
(Berne y col., 1999) y el metabolismo de la P4 a androstenediona. Esta Gltima es
transportada a células de la granulosa, en donde la FSH se une a su receptor a
través de la actividad mediada por el segundo mensajero AMPciclico, aumenta
la transcripcién del gen de la aromatasa, la enzima especifica en la sintesis de Eo,
de modo que la conversidon de androstenediona a estrona y testosterona (T) a

estradiol (E,) se acelera (Berne y col., 1999; Yoshinaga., 1999).
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CICLO ESTRAL

La duracién del ciclo ovérico, depende del tiempo requerido para que el
foliculo madure hasta el estadio “ovulatorio™ y de la duracién de la secrecién de
progesterona por el foliculo postovulatorio. Los ciclos se pueden clasificar en
largos (perro), cortos (mujer) y ultracortos (rata). Frecuentemente se emplea
también otra clasificacion basada en el nimero de ciclos exhibidos al afio

(monoestro, poliestro) (Tresguerres., 1999).

No obstante, la clasificacién, més habitual se basa en la caracteristica ritmica
(conductual o fisiolégica) mas sobresaliente. Asi los ciclos se clasifican en ciclo
estral y ciclo menstrual (Tresguerres., 1999). Sin embargo, es el ciclo estral el que
se presenta en todos los mamiferos a excepcién de la especie humana. En los
mamiferos, se presenta como una secuencia de procesos reproductivos, se
produce una cascada de eventos hormonales y conductuales que son

progresivos, altamente sincronizados y repetitivos (Kilen y Schwartz., 1999).

La palabra estro se deriva del griego oistros, tdbano, y se utiliza para
describir el comportamiento de la hembra por su reaccién hacia los machos y su
atraccién de estos hacia ella (Sadler., 1982). Durante el ciclo estral se lleva a un
grupo de foliculos ovéricos a la maduracién y ovulacién y, al mismo tiempo,
induce la conducta sexual que provoca el apareamiento y la fertilizacidon de los

huevos ovulados (Hoar., 1978).

El ciclo estral de la rata dura entre 4 y 5 dias y es influenciado por factores
extereoreceptivos como la luz, la temperatura y las sustancias quimicas
percibidas por el sentido del olfato (Tresguerres., 2003). Se divide en cuatro

fases cada una con una distinta duracién (Figura 6).
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Estro: Dura de 9 a 15 horas. En este periodo el acercamiento, la monta y
la cOpula por el macho aun es permitida. Como la ovulacién ha sucedido pocas
horas antes, los dvulos se encuentran en el oviducto. El foliculo postovulatorio
comienza a estructurarse como cuerpo lGteo mientras una nueva serie de
foliculos primarios comienza a desarrollarse. En la mucosa vaginal se encuentran
numerosas mitosis que desplazan a las capas mas superficiales (epitelio escamoso

y cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina (Tresguerres., 1999).

Metaestro: Dura 15 horas. La monta y la cdpula ya no son permitidas. La
secrecion de progesterona por el cuerpo liteo y la de estradiol por los foliculos
inhiben la secrecién de gonadotropinas. La vascularizacién y la motilidad del
Utero estdn disminuidas. En el frotis vaginal se aprecia infiltracién leucocitaria

junto con algunas células cornificadas (Tresguerres., 1999).

Diestro: Dura de 60 a 70 horas. Durante esta fase tiene lugar la regresion
del cuerpo lateo (lutedlisis) siempre y cuando no haya habido cdpula, que en
algunos roedores estimula la liberacién de prolactina (hormona luteotrdfica).
Mientras tanto la secrecién de estradiol por los foliculos en crecimiento sigue
aumentando. Al igual que en la fase de metaestro, los esteroides ovaricos
inhiben la secrecién basal de gonadotropinas que, a su vez, mantienen el

crecimiento del foliculo (Tresguerres., 1999).

Proestro: Dura aproximadamente de 12 a 14 horas. Los foliculos han
adquirido el estadio de foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de
estradiol. Esta hormona ejerce ahora un efecto estimulante (retroalimentacién
positiva) sobre la secrecién de gonadotropinas. La LH produce la ovulacién vy la
luteinizacién del foliculo postovulatorio. El Gtero por accién del estradiol, se

hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células epiteliales
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nucleadas. La cdpula solo es permitida con el comienzo de la fase de oscuridad.
La secrecion de FSH en la mafana del dia del estro estimula el crecimiento
folicular y se produce en respuesta a la disminucién de la secrecién ovérica de

inhibina (Tresguerres., 1999).

Células epiteliales cornificadas

Células
apiteliales
nucleadas

FIGURA 6. Representacion de las fases del ciclo estral: Proestro, Estro, Metaestro y Diestro y
células caracteristicas del frotis vaginal recogidas durante diferentes etapas del ciclo del estro

de la rata. (Tomado de Hoar., 1978).
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INERVACION OVARICA

Los ovarios de los mamiferos estdn inervados por fibras simpaticas y
sensoriales ademéas de un pequefio componente parasimpético (Burden., 1978).
La inervacidn simpética estd compuesta por fibras que transportan neuropéptido
Y (NPY), fibras que transportan VIP y por aquellas que contienen catecolaminas
(principalmente noradrenalina). En la inervacién sensorial participan fibras que
contienen el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y sustancia

P (SP) asi como VIP (Lawrence y Burden., 1980; Dissen y Ojeda., 1999).

Son dos los nervios simpéticos que inervan los ovarios: el plexo ovarico
(PO) que deriva del ganglio nodoso y del ganglio de la raiz dorsal, entran al
cordén espinal en el segmento toracico T-10 y el segmento lumbar L2-L4. En la
rata corre a lo largo de la arteria ovérica e inerva principalmente la vasculatura
del ovario. Por sus fibras viajan la SP, CGRP (neurotransmisores de naturaleza
sensorial), NA y NPY (neurotransmisores de naturaleza simpdatica) (Burden.,

1978; Dissen y Ojeda.. 1999).

La otra via es aportada por el NOS que se origina en el segmento torécico
T-11 y llega al lumbar L-4, estd asociado al ligamento suspensorio que sujeta al
ovario, al oviducto y continta hacia la musculatura longitudinal del utero
(Lawrence y Burden., 1980). EIl NOS hace conexién en el ganglio celiaco, el
mesentérico y los nervios esplacnicos lumbares, inerva principalmente células del
tejido intersticial y la teca interna de los foliculos. Por sus fibras viajan NA y VIP

(Aguado y Ojeda., 1984; Dissen y Ojeda.. 1999).
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NA y VIP estimulan la secrecién de progesterona y andrégenos; VIP
estimula la produccién de estradiol y NA facilita el efecto estimulante de las

gonadotropinas en la esteroidogénesis del ovario (Ojeda y col., 1999).

Diversos trabajos han sugerido que la inervacién simpéatica puede
participa en los mecanismos que regulan los procesos reproductivos como la
ovulacién, el desarrollo folicular y el crecimiento ovérico (Gerendai y col., 1978,

Lawrence y Burden., 1980).

SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es sin duda, la causa més
frecuente de esterilidad anovulatoria hiperandrogénica que afecta al 7% de las
mujeres en edad fértil. Fue descrito en el afio de 1935 por Stein y Leventhal
(Builes y col., 2006) como una patologia que se manifiesta clinicamente por una
combinacién de hiperandrogenismo con anovulacién crénica y un aumento de
la relacién de LH:FSH (Yen., 2001). En la sangre incrementa la concentracién de
estrégenos y de hormonas androgénicas y sus precursores (Barria y col., 1993;
Lara y col., 2000). El sindrome frecuentemente es acompafiado de obesidad,
hirsutismo y en la mayoria de los casos infertilidad (Barria y col., 1993); con
ovarios de mayor tamafio y con la presencia de numerosos quistes foliculares,
actualmente se le reconoce como parte del sindrome metabdlico el que puede
incluir hiperinsulinemia, hiperlipidemia, diabetes mellitus tipo 1l y riesgo

cardiovascular. (Greiner., 2006).
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Aunque el patrén de la secrecion basal de gonadotropinas esta alterado, es
improbable que el SOPQ resulte de un defecto hipotalamico, puesto que, por
un lado, estan los patrones de liberacién de LH y la proporcién de la secrecién
de LH/FHS que son inconsistentes entre pacientes con el SOPQ; y por el otro
lado, el eje hipotdlamo-hipdfisis que mantiene su respuesta a la
retroalimentacién positiva y negativa del estradiol y puede reiniciar su funcién
ciclica después de wuna manipulacién terapéutica apropiada. Ambas
observaciones sugieren que las alteraciones neuroendocrinas en la funcién
hipotaldmica en el sindrome son secundarias a un defecto localizado en otra

parte (Barria y col. 1993).

La activaciéon del sistema nervioso simpético ha sido reconocido como uno
de los factores que forman parte de la etiologia del SOPQ en humanos y en la

rata (Greiner., 2006).

Diversos estudios postulan que el desarrollo o aparicién del SOPQ esta
estrechamente relacionado con una activacién anormal del sistema nervioso
simpético. Esta posibilidad ha sido confirmada en la rata, debido a que realizar
una seccién bilateral del nervio ovarico superior, hay un restablecimiento en la
ciclicidad de los animales, se normaliza la concentracién de LH, ademés de que
hay evidencia de la desaparicién de quistes y la aparicién de cuerpos lateos,
indicadores de que se produjo la ovulacién (Barria y col., 1993; Lara y col.,

2002; Rosa-E-Silva y col., 2003).
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SOPQ INDUCIDO CON VALERATO DE ESTRADIOL

En la rata el SOPQ es inducido por la administracién de una dosis de VE, un
estrogeno sintético de larga actividad, es un polvo cristalino, blanco,
generalmente inodoro pero puede tener ligero olor a grasa; es soluble en aceite
de ricino, metanol, benzoato de benzilo, dioxano, aceite de ajonjoli y de
cacahuate, practicamente insoluble en agua. Se absorbe lentamente en
suspensién oleosa inyectada por via intramuscular (Remington., 2006), tiene
una vida media de 15 dias (Rosa-E-Silva y col., 2003) y se obtiene concentracién

maxima entre el tercer y quinto dia después de la administracion.

Los efectos del VE cuando se administra en la etapa juvenil de la rata
induce patologias similares a las que se presentan en la mujer con SOPQ
(Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Brawer y col., 1986) como son:
anovulacién crénica, formacién de ovarios poliquisticos, alteracién del ciclo
ovdrico, caracterizado por ausencia de cuerpos luteos (Brawer y col., 1978,
Rosa E-Silva y col., 2003). Ademés la rata presenta persistencia de estro vaginal
(Brawer y col., 1978) y la disminucién en las concentraciones de LH y FSH; que
se acompafan por un incremento en la concentracién de NA ovdrica y estradiol

(Rosa E-Silva y col., 2003).

Se ha sugerido que el SOPQ inducido por la administracién de VE, estéa
asociado a la hiperactividad de las fibras simpéticas que arriban al ovario, via el
NOS (Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). Esto es
evidenciado por un aumento en la capacidad de las terminales nerviosas para
incorporar y liberar NA, por incremento en el contenido de NA ovérica y por la
disminucidén en el nimero de receptores libres B-adrenérgicos en células de la

teca interna y de la glandula intersticial (Lara y col., 1993).
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BURSA OVARICA

En los roedores, el mesenterio ovérico se conecta al ovario con un amplio
ligamento el cual forma una capsula que encierra al ovario que recibe el nombre
de bursa ovérica (Li y col., 2007). La bursa ovérica se encuentra conformada

por tres capas:

v Interna. Es un epitelio discontinuo que se encuentra orientado hacia el
ovario

v Intermedia. Capa de tejido conjuntivo que contiene fibroblastos, células
de musculo liso y vasos sanguineos.

v Externa. Epitelio continuo que se encuentra en contacto a la cavidad

peritoneal.

La cavidad que se forma entre el ovario y la bursa recibe el nhombre de
cavidad bursal (Li y col., 2007). Esta cavidad contiene liquido y su volumen es
regulado por paquetes de células musculares lisas. En estudios realizados con
trazadores se observo que la bursa ovérica 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).

La bursa ovérica se caracteriza por la presencia de estomas linfaticos, que
son pequefas aberturas del revestimiento mesotelial, que representa una via
rdpida de drenaje y permite la libre circulacién del liquido desde la cavidad
bursal hasta el sistema vascular (Shinohara y col., 1987; Li y Yu., 1991; Li y Li.,
2003).
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Una vez que ocurre la ovulacién, la bursa ovérica se hincha con liquido
liberado de los foliculos postovulatorios, sin embargo es capaz de mantener el
microambiente del ovario normal (Li y col., 2007). Ha sido propuesto que los
haces de células musculares lisas de la bursa ovérica puede servir para regular el
volumen del liquido y la presién dentro de la cavidad bursal (Martin y col.,

1981).

En los roedores, la bursa del ovario juega un papel importante en el
proceso de ovulacién en donde los fluidos que se encuentran en la cavidad
bursal proveen a los ovocitos de un microambiente adecuado; también se ha
observado que la bursa ovérica aumenta la probabilidad de que los ovocitos
liberado entren al oviducto ya que la remocién de la bursa ovérica disminuye el

namero de ovocitos observados en el oviducto (Vanderhyden y col., 1986).
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PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP)

El VIP contiene 28 aminoacidos, es caracterizado por sus propiedades
vasodilatadoras y su actividad en el sistema nervioso periférico. El VIP relaja los
pulmones, la trdquea y musculatura géstrica. Inhibe la secrecién de enzimas
gastricas y estimula la secrecidon de glucagén, insulina y somatostatina, aumenta
la adenilciclasa, asi como la secrecién biliar en el higado (Kruk., 1991). Estimula

en el ovario la produccién de estradiol y progesterona (Ahmhed y col., 1986).

En varias regiones del sistema nervioso existe gran cantidad de VIP: en la
corteza cerebral, hipocampo, nicleo amigdaloide, y en cantidades menores en
el hipotdlamo y en las células amacrinas de la retina. En el ovario, VIP es
aportado por las fibras nerviosas que inervan los vasos sanguineos, el tejido
intersticial y ocasionalmente alrededor de foliculos antrales (Ahmed y col.,

1986; Dess y col., 1986).

El VIP promueve la esteroidogénesis ovérica aumentando la actividad
enzimética. En modelos experimentales como en la rata y gallina se ha

demostrado que en células de la granulosa, VIP estimula:

<4 La produccién del complejo enzimético P450scc, enzima limitante en la
biosintesis de esteroides ovéricos, que cataliza la conversién de colesterol
a pregnenolona (Trzeciak y col., 1986).

%% Mayor actividad enzimatica de la 3B-HSD (Davoren y Hsueh., 1985) y de
las aromatasas (George y Ojeda., 1987).

4 El incremento de la expresion en el ARNm de la enzima 17a-OH
(Johnson y col., 1994).

<% Inhibe la actividad de la 20a-HSD (Davoren y Hsueh., 1985).
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Ademés se ha mostrado que VIP participa en el desarrollo folicular. En la
rata, la formacién de los foliculos ocurre después de las primeras 24 horas de
vida postnatal, como parte de un proceso de diferenciacién durante el cual
ocurre la formacidén masiva de los foliculos durante un periodo de menos de 36
horas (Rajah y col., 1992; Malamed y col., 1992). Los foliculos primordiales
recién formados comienzan a crecer y experimentan un segundo proceso de
diferenciacidn que resulta en la adquisicién de receptores a gonadotropinas y su
capacidad de responder a las mismas (Smith-White y Ojeda., 1981; Richards y
col., 1987; Hirshfield., 1991), dichos eventos ocurren de manera independiente
al estimulo gonadotrépico (Smith-White y Ojeda., 1981). El grupo de
Mayerhofer en 1997 mostré que en ovarios de ratas neonatas de dos dias de
edad, el VIP y NA contribuyen en la diferenciacién bioquimica de los foliculos
primordiales al inducir la formacién de receptores a FSH biolégicamente activos,

que son capaces de estimular la produccién de AMPc ante la FSH.

En el ovario VIP participa en la regulacién del proceso de esteroidogénesis
asi como en el crecimiento y diferenciaciéon folicular que es semejante a los que
activa la FSH al unirse a su receptor. Se ha mostrado que el VIP, al igual que la
FSH, actda principalmente a través de la activaciéon del AMPc (George y Ojeda.,
1987; Johnson y col., 1994; Mayerhofer y col., 1997) en donde la adicién de un
inhibidor de la actividad de la fosfodiesterasa (enzima que degrada el AMPc)
potencializa el efecto del VIP en la esteroidogénesis de células de la granulosa,
sin embargo, sus efectos son menos potentes que los ejercidos por la FSH

(Davoren y Hsueh., 1985).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ovario recibe informacién neural de tipo simpética via NOS, por donde
llegan al ovario VIP y NA, involucrados en la esteroidogénesis ovaérica. El
estudio de la participacidn de la inervacién neural sobre las funciones ovaricas
ha sido dilucidado utilizando modelos de denervacién quirdrgica o

farmacoldgica.

En estudios previos de nuestro laboratorio a ratas infantiles, la
administracién de una dosis de VE més la seccién unilateral del NOS en la etapa
juvenil restablecié la ovulacién por parte del ovario inervado, aun cuando en
éste la concentracion de NA ovdérica se mantiene alta (Linares., 2006). Estos
resultados indican que el SOPQ no es resultado Unicamente de una mayor
actividad de las fibras catecolaminérgicas, sino que también pudieran estar
involucradas otras fibras nerviosas como las que contienen VIP, que estarian

regulando la respuesta esteroidogénica y la ovulacidn.

En otro modelo fue eliminada la informacién catecolaminérgica que llega
al ovario por la administracidon de guanetidina, un neurotdxico de las neuronas
simpaticas, y posteriormente se indujo el SOPQ. En estos animales se observé
que al eliminar la inervacién calecolaminérgica que llega al ovario, dejando sélo
la informacién peptidérgica, permanecieron las caracteristicas del sindrome
(Ruiz., 2009), lo cual nos indica que es probable que VIP ejerza un papel
estimulante en la secrecidn de estradiol y progesterona y participe en el

desarrollo del SOPQ.
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Para probar lo anterior se diseid un modelo en el que se realizé la
denervacién unilateral del NOS y el ovario denervado fue estimulado por la

administracién intrabursal de VIP, con el fin de evaluar el papel del péptido

sobre el desarrollo del SOPQ.
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HIPOTESIS

Si en la rata con SOPQ la respuesta ovulatoria del ovario inervado es regulada
por el VIP y no sélo por NA, entonces la eliminacién de las fibras simpéticas por
la seccidn unilateral del NOS, restablecerd la respuesta ovulatoria en el ovario
denervado por la estimulacién intrabursal de VIP.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar en el modelo del animal con SOPQ la respuesta del ovario

denervado al estimulo con VIP.

OBJETIVOS PARTICULARES

<% Analizar el efecto de la inyeccién de VIP en la bursa ovérica en animales

con SOPQ sobre la respuesta ovulatoria.

<% Analizar el efecto de la inyeccién de VIP en la bursa ovérica en animales

con SOPQ sobre la secrecién de hormonas esteroides.

% Analizar en el modelo del animal con SOPQ la respuesta del ovario

denervado y estimulado con VIP sobre la histologia ovérica.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa ClI-ZV que fueron
mantenidas desde el nacimiento bajo condiciones controladas de luz/oscuridad ,
con 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a
las 19:00 horas) y temperatura de 22 *+ 2°C. En el dia del nacimiento (dia cero)
fueron sexadas y colocadas en camadas de 6 individuos por caja (5 hembras y
un macho), con un libre acceso a la madre hasta el dia del destete (dia 24). A
partir de entonces mantuvieron libre acceso al alimento y agua hasta el dia de la

autopsia.

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos al azar en diferentes grupos experimentales,

cada uno de los cuales estd conformado por 10 animales.

La solucidn utilizada de VIP (Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA) se
prepard en una concentraciéon de 10¢ M (0.1 mg de VIP disueltos en 30 ml de
solucién salina 0.9% NacCl), de la cual se administraron 20 ul en la bursa
ovérica. La finalidad de utilizar esta concentracién fue evitar la sobre-

estimulacién del ovario.

El VE (Sigma Chemical Co., St Louis Mo. USA) fue inyectado via
intraperitoneal i.p en una concentraciéon de 2.0 mg disueltos en 0.1 ml de aceite

de maiz (Vh).
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En los animales tratados con VE se realizd la revision de la apertura
vaginal a partir del dia en que estos fueron inyectados. En los tratados con Vh se
inicié a partir del dia 30 de vida. El dia de la canalizacién vaginal se considerd

como el dia de inicio de la pubertad.

TRATAMIENTOS QUIRURGICOS

Animales de 60 dias de edad y que presentaron estro vaginal, fueron
anestesiados con éter entre las 10:00 y las 12:00h y se asignaron al azar a alguno

de los siguientes grupos:

Denervacién unilateral del NOS derecho o izquierdo

Los animales anestesiados fueron sometidos a una incisién dorso-lateral de
piel, musculo y peritoneo del lado derecho o izquierdo, de aproximadamente
Tcm de largo, se exteriorizd el ovario unido al Gtero, se identificd el ligamento
suspensorio por el cual transcurre el NOS y se procedid a seccionarlo. El ovario

fue regresado a la cavidad peritoneal y la herida fue suturada.

Denervacién unilateral del NOS derecho o izquierdo mas estimulacién VIPérgica
del ovario denervado

En los animales sometidos a la seccién del NOS izquierdo o derecho, en el
mismo acto quirudrgico se realizé la estimulacién del ovario denervado con VIP,
para ello, se administré intrabursalmente 20 pl de una solucién de VIP a una
concentracién de 10°M o 20 ul de SS. La aguja se mantuvo dentro de la bursa
durante un minuto, asegurando de esta forma que el péptido difundiera al
tejido ovarico. Transcurrido este tiempo se retiré la aguja, el ovario fue

regresado a la cavidad peritoneal y la herida fue suturada.
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PROCEDIMIENTO DE LA AUTOPSIA

Los animales fueron pesados al cumplir los 60 dias de edad y presentar un
estro vaginal y se sacrificaron por decapitacién. La sangre del tronco se colectd
en tubos de ensaye y se dejo coagular durante 30 min a temperatura ambiente.
Las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m durante 15 min. Posteriormente el
suero fue separado del botén celular y se dividié en alicuotas de 150ul en tubos
eppendorf, y almacenados a -20°C hasta el momento de la cuantificacidén de

estradiol y progesterona por radioinmunoanalisis (RIA).

Los ovarios, el utero, las gldndulas adrenales, bazo y timo, fueron
disecados y pesados en balanza analitica, los oviductos se observaron en un

microscopio estereoscOpico para realizar el conteo de ovocitos.
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REVISION HISTOLOGICA

En el momento de la autopsia los ovarios de tres animales de cada grupo
experimental se fijaron en solucién de Bouin durante 6 horas, deshidratados en
alcohol (80%, 96% vy absoluto) y cloroformo vy se incluyeron en parafina.
Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de 10 um de grosor y fueron

tenidos con la técnica de hematoxilina-eosina.

En todos los cortes histolégicos se observd la presencia de cuerpos lateos,
foliculos atrésicos, prequistes y quistes foliculares. Los foliculos atrésicos se
consideraron como aquellos que presentaron alguna de las siguientes
caracteristicas: picnosis nuclear de las células de la granulosa, descamacion 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 que
presentaron 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 1ll) aquellos foliculos que
presentaron 0 no ovocito y que contienen de cuatro a cinco capas de células de
la granulosa y una teca aparentemente normal, con invaginaciones vy
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 DE HORMONAS

La concentracién de estradiol y progesterona, se cuantific6 por RIA de
fase sélida, con un kit de reactivos comerciales Coat-A-Count,USA. Los cuales
consisten en tubos de polipropileno que contienen anticuerpo especifico (anti-
estradiol, anti-progesterona), en cada tubo se adicionaron 100 ul de suero
problema més 1 ml de hormona radioactiva (l1125). Se agitaron en vortex
durante un minuto y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente; se
decantd y los tubos se colocaron en un contador de centello (modelo Cobra
5005, PackardTM). La concentracién de la hormona en la muestra problema se
cuantificé en funcién de las cuentas por minuto y de una curva de calibracién.
La concentracién de estradiol se expresé en pg/ml de suero, en tanto que la de

progesterona fue expresada en ng/ml de suero.

La cuantificacién de hormonas se realizd en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubirdn”, en los laboratorios de
Hormonas Proteicas y Hormonas Esteroides del Departamento de Biologia de la

Reproduccién.
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ANALISIS ESTADISTICO

El peso corporal y de los érganos (ovarios, Gtero y adrenales, bazo vy
timo) asi como la concentracién de estradiol y progesterona fueron analizadas
por la prueba de anélisis de varianza multifactorial (ANDEVA) seguida de la

prueba de Tukey-Kramer.

El nimero de ovocitos liberados se analizé por la prueba de Kruskal-

Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes (nGmero de animales que ovulan / nimero
total de animales) se analizaron por medio de la prueba de Fisher o de Chi-

cuadrada.

En los casos donde fue requerido efectuar una comparacién entre dos

grupos se utilizd la prueba “t” de Student.

En todos los casos se consideraron como estadisticamente significativas

aquellas diferencias cuya probabilidad fue menor o igual a 0.05.
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EXPERIMENTO 1

EFECTO DE LA SECCION UNILATERAL DEL NERVIO OVARICO
SUPERIOR EN ANIMALES TRATADOS CON VALERATO DE
ESTRADIOL

Respuesta ovulatoria

En los animales inyectados con VE, se observd disminucién en la
proporcién de animales que ovulan de ambos ovarios, con una cuota ovulatoria

muy baja, comparados con su grupo inyectado con Vh (Cuadro 1).

En animales tratados a los 10 dias de edad con Vh a los que se le realizd
seccion izquierda o derecha del NOS a los 60 dias de edad, disminuyd el
nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho, lo que se refleja en el

nimero total de ovocitos liberados (Cuadro 1).
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CUADRO 1. Proporcién de animales ovulantes y media * e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados de ratas tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de
estradiol (VE), sometidas a los 60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior

izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y autopsiadas al segundo estro vaginal.

Animales Ovulantes por
Ovario

Ovocitos Liberados por Ovario

lzquierdo ‘ Derecho  Total | lzquierdo Derecho
43 +0.7

7.6 £0.9

Vh + SNOI 10 6/10 6/10 8/10 | 3.8+0.6 | 2.0+0.34 |43 =10+

Vh + SNOD 10 8/10 9/10 9/10 1 3.0x05 | 21044 |47 =09+
10 1/10% 1/10% 2/10% 1 2 1,2

VE + SNOI 10 6/10 8/10 8/10 |23x04| 2405 3.8 0.6

VE + SNOD 9 6/9 6/9 8/10 21+£0.5 1.8+ 04 3.0 0.6

*p<0.05 vs Vh (Prueba de Fisher).
4p<0.05 vs Vh (Prueba U de Mann-Whitney)

Peso corporaly Peso Relativo de Organos

En animales que recibieron VE, la seccién del NOS derecho, resulté en un
aumento del peso del atero, cuando es comparado con el grupo tratado con VE

mas seccion izquierda del NOS (Cuadro 2).

En los grupos tratados con Vh no se observa ningin cambio significativo

(Cuadro 2).
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CUADRO 2. Media *+ e.e.m del peso corporal (g) y peso relativo (mg/100g pc) del ovario
izquierdo, ovario derecho, masa ovérica y peso del Gtero (g) de ratas tratadas a los 10 dias de
edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) sometidas a los 60 dias de edad a la
secciéon del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y autopsiadas al
segundo estro vaginal pos-cirugia.

Peso (g)

Masa

ovdrica

Ovario

Derecho

Vh 225759 | 13411 |15.0x1.2]| 284 =23 131.0 £ 6.0

Vh + SNOI 10 229.7.£57 115,005 |129 14| 252 2.5 125.5 = 6.1

Vh + SNOD 10 2245 +49 | 141 +x0.7 (165 0.8] 30.7 = 1.5 135.3 £ 8.7

10 213989 |12.78 £ 2.1 (128 £ 0.8| 23.4 1.3 146.3 £ 5.4

VE + SNOI 10 204.2 £ 114 | 15011 [15.0x1.1] 28.8 =+ 1.7 119.6 = 8.5
VE + SNOD 9 2111+ 46 | 14508 | 149 11| 295 1.6 | 160.7 = 12.34

4+ p<0.05 vs VE+SNOI (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
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Resultados

En animales tratados con VE la seccién del NOS derecho, aumento el peso

de ambas adrenales en relacién a los animales que recibieron Vh més seccién del

NOS derecho (Cuadro 3).

CUADRO 3. Media = e.e.m del peso relativo (mg/100g pc) de adrenal izquierda, derecha,
masa adrenal, bazo y timo de ratas tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato
de estradiol (VE), sometidas a los 60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior

izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.

Adrenal

lzquierda

Masa
Adrenal

Derecha

11.4 = 0.8 11.6*= 0.5 21.7 £ 0.8 226.1 = 89 133.7 £ 6.2

Vh + SNOI 120+ 04 9.7 £ 0.5 215 = 0.8 239.1 = 8.3 147.6 + 6.8
Vh + SNOD 11.6 = 0.2 11.5+04 21.8 = 1.3 227.6 £ 4.2 159.8 = 6.1
VE 12104 123 £ 0.5 23.1x0.7 2345 +£9.6 142.2 £ 6.9

VE + SNOI 11.8 = 0.5 10.5 +0.54 | 22.8 0.9 264.8 = 9.6 146.8 = 9.9
VE + SNOD 141+ 0.7A [ 12.7 £ 0.7A | 28.8 £ 1.14A 256.4 + 8.6 162.2 + 6.2

A p<0.05 vs Vh+SNOD (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
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Resultados

Concentracion de Hormonas en Suero

En los animales que recibieron VE y se les realizd la secciéon del NOS
izquierdo o derecho, resultd en una menor concentracidn sérica de
progesterona en comparacién con su grupo de animales que recibieron Vh mas

seccion unilateral del NOS (Figura 7).

En animales tratados con Vh con seccidn izquierda o derecha del NOS se
observé mayor concentracién de estradiol, en comparacién con los animales

tratados Unicamente con Vh (Figura 7).

Los animales con VE presentaron un incremento en la concentracién de

estradiol en comparacién con los animales tratados con Vh (Figura 7).

Con la seccién del NOS izquierdo o derecho en animales con VE, fue
mayor la concentracién de estradiol en comparacién con el grupo con VE o Vh

maés seccion del NOS (Figura 7).
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Figura 7. Media = e.e.m de la concentracién en suero de progesterona y estradiol de ratas
tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE), sometidas a los
60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y
autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.
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% p<0.05 vs Vh (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).

¥ p<0.05 vs VE (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).

4+ p<0.05 vs Vh+SNOI (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
* p<0.05 vs Vh+SNOD (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
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Resultados

REVISION HISTOLOGICA

En los ovarios de animales tratados con VE se observa la presencia de
quistes foliculares (Fig. 8-A). Los cuales disminuyen (observacién del corte) en

respuesta a la seccién unilateral del NOS (Fig. 8-B,C).
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VE+SNOIl [T VE+SNOD

Figura 8. Fotografia del ovario de un animal tratado a los 10 dias de edad con VE (A) y
del ovario izquierdo (B) o derecho (C) de ratas tratadas a los 10 dias de edad con valerato
de estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la seccién unilateral del nervio
ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) y autopsiadas al segundo estro
vaginal pos-cirugia. Foliculos primarios (FP), foliculos secundarios (FS) foliculos
preovulatorios (FPO) cuerpos liteos (CL) y quistes foliculares (Q).

= B
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Resultados

EXPERIMENTO 2

EFECTO DE LA INYECCION DE VIP EN LA BURSA OVARICA EN
RATAS CON DENERVACION UNILATERAL DEL NERVIO
OVARICO SUPERIOR

Respuesta ovulatoria

La administracién de VIP en la bursa del ovario denervado de los
animales con seccién del NOS izquierdo no modificé la respuesta ovulatoria,

respecto al grupo tratado con la solucién salina (Cuadro 4).

En animales con seccién del NOS derecho mas VIP en la bursa del ovario
denervado se observé un mayor nimero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo, que se refleja en el aumento en el nimero total de ovocitos

liberados, cuando se compara con su respectivo grupo tratado con SS

(Cuadro 4).

CUADRO 4. Proporcién de animales ovulantes y media = e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en de ratas adultas sometidas en el dia del estro a la seccién del nervio ovérico
superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente inyectadas con solucién salina
(SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario denervado y autopsiadas al
segundo estro vaginal pos-cirugia.

Animales Ovulantes por Ovario Ovocitos Liberados por Ovario
Total lzquierdo Total
SNOI + s§ 10 8/10 6/10 8/10 4.8+0.7 5.8+1.1 9.2 +1.3
SNOI + VIP 10 7/10 8/10 9/10 6.3 = 0.9 51+0.6 9.4 1.3

Grupo

Derecho

| lzquierdo Derecho

SNOD + §§ 10 7/10 6/10 7/10 2.5+0.3 4.6+0.9 6.5+ 1.0
SNOD + VIP 10 10/10 10/10 10/10 | 6.3 044 | 4204 |10.5 0.5+

4+ p<0.05 vs SNOD+SS (Prueba U de Mann-Whitney).
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Resultados

Peso corporaly Peso Relativo de Organos

En animales con seccion del NOS izquierdo o derecho mas VIP en la bursa
del ovario denervado no se modificé el peso corporal, de los ovarios, utero,
adrenales, bazo y timo en comparacién con su respectico grupo tratado con SS

(Cuadro 5 y 6).

CUADRO 5. Media *= e.e.m del peso corporal (g) y del peso relativo (mg/100g pc) del ovario
izquierdo, ovario derecho, masa ovérica y peso del Gtero de ratas sometidas a los 60 dias de
edad a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e
inmediatamente inyectadas con solucién salina (SS) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la
bursa del ovario denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.

Peso (g) Ovario Masa

Grupo

corporal lzquierdo Derecho ovérica Utero
SNOI+SS 219.3+£5.7 | 14.9+0.4 | 14.0 £ 0.4 | 27.4 =19 | 153.7%+ 4.
SNOI+VIP 10 2104 £24(149+0.8| 141+0.6 | 29.0 1.1 |148.0 £ 9.7

SNOD+SS 10 211.2+3.0 | 154*1.0 | 14.7%+0.6 28.8+14 | 149.0%x13.3
SNOD+VIP 10 201.7 8415004 148 £0.7 | 31.2 1.2 (154075

CUADRO 6. Media = e.e.m del peso relativo (mg/100g pc) de adrenal izquierda, adrenal
derecha, masa adrenal, bazo y timo de ratas sometidas a los 60 dias de edad a la seccién
unilateral del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente
inyectadas con solucién salina (SS) 6 péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario
denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.

Adrenal Masa
Grupo

lzquierda Derecha ‘ Adrenal

SNOI+SS ‘ 11.7+0.5 120+ 05 | 23.8 1.2 | 2733 £9.2 | 146.7 6.0
SNOI+VIP ‘ 132+06 | M1 +x05 | 245+09 | 252776 | 1509 +7.6

SNOD+SS ‘ 12.9+0.3 11.8+0.5 24.4+0.8 |255.7 £10.9] 183.3 £10.8
SNOD+VIP ‘ 13306 [ 13.0+x05 | 258+ 1.1 | 2452 +9.6 | 148.9 +15.8

o¥Fr
56



Resultados

Concentracion de Hormonas en Suero

La seccidn del nervio ovérico superior izquierdo o derecho seguida de
estimulaciébn con VIP en la bursa del ovario denervado no modificé la
concentracién de progesterona y estradiol en relacién al grupo estimulado con

SS (Figura 9).
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Figura 9. Media * e.e.m de la concentracién en suero de progesterona y estradiol de ratas

sometidas a los 60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o
derecho (SNOD) e inmediatamente inyectadas con solucién salina (SS) o péptido intestinal
vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-

cirugia.
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Resultados

EXPERIMENTO 3

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE VIP EN LA BURSA
OVARICA EN RATAS CON VE Y DENERVACION UNILATERAL
DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR

Respuesta ovulatoria

En los animales tratados con VE maés seccion del NOS izquierdo vy
estimulado con VIP, aumentd el nimero de animales ovulantes por parte del
ovario denervado cuando se compara con el grupo tratado con VE més SNOI y

estimulado con SS (Cuadro 7).

En ratas tratadas con Vh con seccién del NOS derecho maés inyeccién de
VIP en la bursa del ovario denervado, aumentd el nimero de animales
ovulantes por el ovario denervado y el nimero total de ovocitos liberados
cuando se compara con el grupo tratado con Vh mas SNOD y estimulado con

SS (Cuadro 7).

En los animales inyectados con VE y seccibn del NOS-derecho la
estimulacion VIPérgica en la bursa del ovario denervado, aumenté la tasa de
animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por el ovario denervado
en comparacién con el grupo tratado con VE mas SNOD vy estimulado con $S

(Cuadro 7).
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CUADRO 7. Proporcién de animales ovulantes y media = e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados en ratas tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE)
y sometidas a los 60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o
derecho (SNOD) e inmediatamente inyectadas con solucién salina (SS) o péptido intestinal
vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-
cirugia.

* Animales Ovulantes por Ovario 7 Ovocitos Liberados por Ovario
| lzquierdo Derecho Total Izquierdo Derecho Total
Vh 4+ SNOI + S [l 4/10 7/10 8/10 22 +0.2 2.2+ 0.1 31+04
Vh + SNOI + VIP [l 5/10 6/10 9/10 26*+04 | 23+0.6 3.0+ 05

Grupo

VE + SNOI + S ‘ 10 4/10 5/10 7/10 22+02 | 20x03 2704
VE + SNOI + VIP (Il m:7Al0] ¢ 6/10 9/10 26+x05 | 23+0.2 3.8 +0.6

Vh + SNOD + S§ [mle 6/10 6/10 8/10 21+06 | 2803 3.7+0.5
Vh + SNOD +VIP‘ 10 8/10 10/10+ 10/10 2104 |3.9=x0.6 5.6 £0.7<

VE + SNOD + SS [mle 4/10 4/10 7/10 1.5+ 0.2 1.2+ 0.2 1.5+0.3
VE + SNOD + VIP ‘ 10 6/10 7/10% 9/10 1.8+0.3 |2.7x0.1% | 3.0 = 0.5%

4 p<0.05 vs Vh+SNOD+SS (Prueba de Fisher).

< p<0.05 vs Vh4+SNOD+SS (Prueba U de Mann-Whitney).
* p<0.05 vs VE+SNOI+SS (Prueba U de Mann-Whitney).
% p<0.05 vs VE+SNOD+SS (Prueba U de Mann-Whitney).
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Resultados

Peso corporal y Peso Relativo de Organos

En el grupo Vh+SNOI+VIP fue menor el peso del Gtero en comparacion a

su respectivo grupo inyectado con SS (Cuadro 8).

En las ratas tratadas con VE y con secciéon del NOS lzquierdo la
administracién de VIP en la bursa del ovario denervado, fue menor el peso del
ovario izquierdo y la masa ovérica en comparacién con el grupo VE+SNOI+SS

(Cuadro 8).

En el grupo VE+SNOI+SS aumenté el peso corporal en comparacién con

el grupo Vh+SNOI+SS (Cuadro 8).

En el grupo con Vh y seccién del NOS derecho més VIP en la bursa del
ovario denervado, fue mayor el peso corporal y disminuyé el peso de los
ovarios y la masa ovérica, en comparacién con el grupo tratado con Vh+SNOD

y estimulado con SS (Cuadro 8).

En las ratas con VE +SNOD+SS se observé un mayor peso corporal y
disminucién en la masa ovdrica, en comparacién con su grupo con Vh + SNOD

y estimulado con SS (Cuadro 8).

En el grupo VE4+SNOD+VIP es menor el peso corporal de los animales en

comparacién con el grupo Vh+SNOD+VIP (Cuadro 8).
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Resultados

CUADRO 8. Media = e.e.m del peso corporal (g) y peso relativo (mg/100g pc) de ovario
izquierdo, ovario derecho, masa ovérica y peso del Gtero en ratas tratadas a los 10 dias de
edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la
seccion del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente
inyectadas con solucién salina (5S) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario

denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.

VNS 10 | 2098+60 | 159+09 | 152+05 | 294+15 | 152.7 +5.6
VRGNSV 10 | 2150+60 | 13.3+08 | 140=07 | 286+14 |129.2 +6.3<
VNG PR 10 | 231.7+77< | 173+11 | 13.9+07 | 335+21 | 153.5+09.1

VNGRS 10 | 2169+43 | 127+11% | 11.9+12 | 251+18% | 1332+ 9.6
WO 10 | 2104 +48 | 17.4 =11 174+12 | 345+16 | 1421+ 7.3

Ve \SI'I‘:,OD B 10 | 2565+684 | 132+064 | 133074 | 244+194 | 127.8 + 9.1

VNI 10 | 2285+594 | 152+09 | 153+15 | 27.5+204 | 1388 +95
VNGB EMIN 10 | 2249 +504 | 140=05 | 133+06 | 27.4+09 | 1368 =823

Peso (g)
corporal

Ovario

Derecho

lzquierdo

Masa
ovdrica

Peso
Utero

«<p<0.05 vs Vh+SNOI+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer)
4+p<0.05 vs Vh+SNOD+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer)
A p<0.05 vs Vh+SNOD+VIP (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer)
*p<0.05 vs VE+SNOI+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer)
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Resultados

En ratas tratadas con Vh o VE la seccidon del NOS izquierdo o derecho
més SS o VIP en la bursa del ovario denervado no se modificé el peso de las
adrenales, bazo y timo en comparacidn con su respectivo con secciéon del NOS

(Cuadro 9).

CUADRO 9. Media = e.e.m del peso relativo (mg/100g pc) de adrenal izquierda, derecha,
masa adrenal, bazo y timo en ratas tratadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato
de estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la seccién del nervio ovérico superior
izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente inyectadas con solucién salina (SS) o
péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario denervado y autopsiadas al segundo
estro vaginal pos-cirugia.

Adrenal Masa

Grupo 0
P lzquierda Derecha Adrenal

Vh + SNOI + S§ 12004 | 11.0*x09 | 21.1 £0.8 | 266.6 = 13.2 161.6 = 8.9
Vh + SNOI + VIP 12005 | N.7+x04 | 224 +1.2 | 2558 +13.0 | 164.5 +15.2

VE + SNOI + $S 13.8+08 | 124 +10 | 223 *+1.0 | 260.2 =15.8 | 133.1 +22.5
VE + SNOI + VIP 120+06 | 11.2+0.3 | 23.2+0.8 | 281.5 =13.0 139.3 £ 8.7

Vh + SNOD + §S 126 04 | 1.7 0.6 | 245 0.7 | 2344 =114 134194
Vh + SNOD + VIP ‘ 120+ 0.3 | 109 +0.2 | 223 0.5 | 228.1 = 6.1 132.8 £+ 9.4

VE + SNOD + S§ 12308 | N3 +x0.6 | 23.7x13 | 2554 7.1 142.8 £ 7.0
VE + SNOD + VIP 1M18+x03 | 121 +x0.5 | 23.4+0.9 | 251.5 +10.2 136.9 = 11.4
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Resultados

Concentracion de Hormonas en Suero

En las hembras con Vh més la secciéon del NOS izquierdo o derecho la
inyeccion de VIP no modificd la concentracibn de progesterona, en

comparacién con el grupo tratado con SS (Figura 10).

La estimulacién con VIP en las ratas tratadas con VE y con seccién del
NOS lzquierdo no se modificé de manera significativa la concentracién sérica de

progesterona (Figura 10).

En ratas con VE+SNOD+VIP, la concentracién de progesterona fue menor

en comparaciéon con el grupo de animales con VE més SNOD vy SS (Figura 10).
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Resultados

Figura 10. Media * e.e.m de la concentracién en suero de progesterona ratas tratadas a los 10
dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad
a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente
inyectadas con solucién salina (5S) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario
denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.
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* p<0.05 vs VE+SNOD+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
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Resultados

En las hembras con Vh mas seccién del NOS izquierdo la estimulacién con

VIP no modificé la concentracién de estradiol (Figura 11).

En animales con VE+SNOI+SS en la bursa del ovario denervado, la
concentraciéon de estradiol fue menor en comparacién con el grupo tratado con

Vh mas SNOI y SS (Figura 11).

En las ratas con VE+SNOI+VIP la concentracién de estradiol fue mayor

respecto al grupo VE+SNOI+SS (Figura 11).

En animales con Vh+SNOD+SS en la bursa del ovario denervado, resultd

en una menor concentracién de estradiol en comparacién con el grupo

Vh+SNOI+SS (Figura 11).

En el grupo Vh+SNOD+VIP en la bursa del ovario denervado la
concentracién de estradiol fue mayor comparado con el grupo Vh+SNOD+SS

(Figura 11).

En animales VE+SNOD+SS resulté en una mayor concentracién de

estradiol respecto al grupo tratado con Vh mas SNOD vy SS (Figura 11).

En ratas con VE+SNOD+VIP, aumentd la concentracién de estradiol
cuando estas son comparadas con el grupo tratado con VE+SNOD + $S o con

Vh+SNOD+SS (Figura 11).
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Figura 11. Media =* e.e.m de la concentracién en suero de estradiol ratas tratadas a los 10 dias
de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la
seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD) e inmediatamente
inyectadas con solucién salina (5S) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario
denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia.
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A p<0.05 vs Vh+SNOI+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
% p<0.05 vs VE+SNOI+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
4+ p<0.05 vs Vh+SNOD+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).
* p<0.05 vs VE+SNOD+SS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Turkey-Kramer).

= B
67



Resultados

REVISION HISTOLOGICA

En animales tratados con Vh o VE sometidos a la seccion del NOS-
Izquierdo y estimulados con VIP se observa la morfologia de un ovario normal,

con la presencia de foliculos en desarrollo y de cuerpos lateos (Fig. 12 A,B).

En los animales con VE+SNOD+VIP se observa la presencia de varios
foliculos en desarrollo y de un cuerpo lateo. El corte muestra una histologia
semejante a la de su grupo tratado con Vh en donde carecen de quistes

foliculares (Fig. 12 C,D).

68



Resultados

4x
VE+SNOI+VIP |-

Vh+SNOI+VIP =

4x
Vh+SNOD+VIP

VE+SNOD+VIP -

Figura 12. Fotografia del ovario izquierdo (A, B) y derecho (C,D) de animales tratados a los
10 dias de edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y sometidos a los 60 dias de
edad en estro a la seccién del nervio ovérico superior izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD),e
inmediatamente inyectadas con péptido intestinal vasoactivo (VIP) en la bursa del ovario
denervado y autopsiadas al segundo estro vaginal pos-cirugia. Foliculos primarios (FP),
foliculos secundarios (FS) foliculos preovulatorios (FPO) cuerpos lateos (CL), quistes

foliculares (Q).
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Discusion

DISCUSION

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que en la rata
adulta con SOPQ y con denervacidon simpéatica la estimulaciéon VIPérgica se

traduce en una mayor secrecién de estradiol.

En ratas infantiles o adultas con SOPQ, inducido por la administracién
intraperitoneal de valerato de estradiol, bloquea la ovulacién (Lara y col.,
1993; Stener-Victorin y col., 2000; Rosa-E-Silva y col, 2003), fenébmeno que se
ha explicado por la disminucién en la concentracidén de gonadotropinas (Brawer
y col., 1986). Sin embargo, previamente mostramos que en la rata con SOPQ el
bloqueo de la ovulacién no obedece a cambios en la concentracién de éstas
(Morales y col., 2010). Al igual a lo ya reportado en el presente estudio se
observé bloqueo de la ovulacién, que podria ser atribuido al escaso desarrollo

folicular y a la presencia de quistes foliculares.

Otros autores han explicado que en la rata con SOPQ, la formacién de
quistes foliculares y la falta de ovulacién es el resultado del aumento en la
actividad de las neuronas simpéticas periféricas que inervan al ovario, lo que
contribuye a un incremento en el contenido de NA ovérica y disminucién en el
namero de receptores [(-adrenérgicos (Lara y col.,, 1993). De esta manera,
cuando se elimina el aporte simpatico, por la seccién bilateral del NOS, se
observa un restablecimiento en la ovulacién y la secrecidn de hormonas

ovdricas (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003).
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Recientemente nuestro grupo de trabajo sugirié que el SOPQ no se debe
exclusivamente a un mayor tono noradrenérgico, esto con base al hecho de que
al realizar en la rata juvenil la seccién unilateral del NOS, el restablecimiento de
la ovulacién Unicamente se presenta en la génada que mantiene intacta su
inervacién, aln cuando la concentracién de NA ovérica es alta (Morales y col.,
2010). Estos resultados difieren a los reportados en el presente estudio, donde se
observa que la respuesta ovulatoria es semejante entre el ovario intacto y el
denervado. Esta discrepancia en nuestros resultados puede ser explicado por
dos posibilidades: 1) en el presente estudio se realizé la denervacidn en la rata
adulta, mientras que en el reporte anterior se realizé en la etapa juvenil. 2) el
tiempo transcurrido entre la denervacién y la autopsia, donde en el primer
trabajo transcurrieron aproximadamente 65 dias y, en el presente estudio

transcurrieron alrededor de 8 dias.

El Gtero tiene receptores a estrogenos y experimenta cambios fisioldgicos
en respuesta a las variaciones en la concentracién de hormonas sexuales
(Zoubina y col., 1998). Spratto y Miller en 1968 mostraron que en la rata adulta
la administracidn de diferentes estrégenos trae como resultado el incremento en
el peso del Gtero. Dado que el Gtero recibe inervacién simpéatica, es probable
que module la respuesta del 6érgano a los esteroides. Esto explicaria el porqué en
la rata con SOPQ y seccién del NOS-derecho disminuye el peso del Utero,
acompafnado de una caida en la concentracidn de estradiol, que no ocurre con
la seccion del NOS-izquierdo (Linares., 2006). El hecho de que este evento no se
produzca cuando el nervio que se secciona es el izquierdo, hace pensar que el

aporte neural al Gtero por cada nervio es diferente. En el presente estudio,
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observamos que en respuesta a la seccidon del NOS-derecho se incrementa la
concentracion de estradiol y se acompafa de un mayor peso del Gtero. Como se
puede apreciar, al igual que en el estudio anterior, el NOS modula la respuesta
del Gtero a los estrégenos, pero es probable que la modulacién que ejerce el
NOS-izquierdo y derecho varie en funcién de la edad en la que se realiza la

denervacion.

Se ha descrito que en el ganglio celiaco se originan fibras de naturaleza
simpatica que son proyectadas hacia los ovarios asi como, fibras de origen vagal
que alcanzan las adrenales (Berthoud y Powley., 1993; Dissen y Ojeda., 1999),
de esta manera, el ganglio celiaco actia como un centro de comunicacién entre
el ovario y las adrenales enviando inervacidn simpética hacia ambas gldndulas.
En el afio 2008 el grupo de Téth mostré que al inyectar tanto la glandula
adrenal izquierda como el ovario izquierdo, con dos trazadores virales
retrégrados, se observa un doble marcaje en varias estructuras del cerebro. Con
estos resultados, los autores sugieren que existe comunicacién neural entre los
ovarios y las adrenales. Dado que nosotros observamos que al seccionar el NOS
derecho en ratas con SOPQ el peso de las adrenales aumenta, apoyamos la
idea de que existe una comunicacidén entre estas dos glandulas, que podria estar

mediada por el ganglio celiaco.

En el animal con SOPQ la seccion del NOS en la edad adulta incrementd
la concentracidn de estradiol, de una manera més evidente que la observada en

la rata sin la patologia. Estos resultados nos llevan a sugerir que el papel
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inhibitorio que ejerce el NOS en la secrecion de estradiol, se ve amplificado por

la patologia del SOPQ.

En ratas con SOPQ la seccidén derecha o izquierda del NOS resulta en una
menor concentracidon de progesterona, lo que nos lleva a pensar que la
informacién que llega al ovario por el NOS regula de manera estimulante la
secrecidn de progesterona. Weiss y colaboradores (1982) mostraron que ante la
estimulacién eléctrica del NOS incrementa la concentracién sérica de
progesterona vy, sefialan que la secrecién de la hormona puede ser regulada de
manera estimulante mediante la activacién de los receptores B-adrenérgicos o

inhibitoria por medio de la estimulacién de receptores a-adrenérgicos.

En la rata adulta, sin ninguna patologia, la seccién bilateral del NOS
disminuye la concentracién de estradiol, lo que llevé a sugerir que el NOS
modula de manera estimulante la secrecién de estradiol (Aguado y Ojeda.,
1984). Sin embargo, recientemente mostramos que el papel del NOS en la
secrecién de estradiol es asimétrico, ya que con la seccién del NOS-izquierdo
disminuye la concentracién de la hormona y, no se modifica por la seccidon del
nervio derecho (Ramirez., 2011). En el presente estudio se observd que ambos
nervios regulan de manera inhibitoria la secrecién de estradiol, hechos que nos
hacen sugerir que el papel de la inervacién va a depender ademads del tiempo

transcurrido entre la cirugia y la autopsia.

Se ha sugerido que VIP estimula la maduracién del ovocito in vitro
(Tornell y col., 1988) e induce la actividad de las aromatasas antes de que se

produzca la foliculogénesis y la adquisicién de respuesta a la FSH en el ovario
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(George y Ojeda, 1987). En ovarios de ratas neonatas de dos dias de edad, el
VIP y la NA contribuyen en la diferenciacién bioquimica de los foliculos
primordiales, al inducir la formacién de receptores a FSH biolégicamente
activos, que son capaces de activar la produccién de AMPc ante un estimulo con
FSH (Mayerhofer y col., 1997). En el presente estudio, observamos que en la
rata sin ninguna patologia, con seccién del NOS-derecho, el ovario izquierdo
tiene una mayor respuesta a la estimulacién con VIP. Estos resultados nos
permiten sugerir que los ovarios responden de manera diferente ante un mismo
estimulo, en apoyo a esta idea se sabe que la inervacién que recibe cada génada
es diferente. El grupo de Téth en 2007 mostré por medio de marcadores
retrégrados que existe una via de comunicacién multisindptica entre el ovario y
el cerebro, la que es més abundante hacia el ovario izquierdo. También se ha
demostrado que en ratas hipofisectomizadas de 28 dias de edad la lesién en el
lado izquierdo, derecho o de ambos lados del area predptica-hipotaldmica
anterior (POA-AHA) la concentraciéon de VIP se incrementa mas en el ovario
izquierdo que por el derecho. Si bien, los autores plantean que es dificil concluir
cual es el mecanismo que conlleva al incremento en el péptido, sugieren que es
resultado de la activacién de las vias eferentes que conectan al cerebro con la
goénada izquierda (Advis y col., 1989). Tomando en cuenta estas evidencias
sugerimos que el ovario izquierdo tiene una mayor sensibilidad al efecto del VIP

en donde estaria promoviendo el desarrollo folicular.

En estudios in vitro, se ha observado que la NA y el VIP ejercen un efecto
inhibitorio en la secreciédn de progesterona en ovarios provenientes de ratas en

diestro 1, efecto que se ve amplificado si al medio se adicionan ambos

o¥Fr
74



Discusion

neurotransmisores. El papel de la NA y del VIP se invierte si los ovarios
provienen de ratas en diestro 2 (Garraza y col., 2004). El VIP induce mayor
actividad de las enzima P450scc y 17a-OH en cultivos de células de la granulosa
de gallina promoviendo una mayor sintesis de progesterona (Johnson y col.,
1994) y a su vez aumenta la actividad de las aromatasas, responsables de una

mayor produccién estradiol (Malamed y col.,1992).

Tanto NA como VIP son aportados principalmente por el NOS vy, con
base en los resultados obtenidos en el presente estudio, sugerimos que el tipo de
informacién que llega a cada ovario por esta via neural es diferente, dado que
cuando se elimina la NA aportada por el NOS-derecho y se estimula con VIP la
concentracién de progesterona se incrementa, este efecto estimulador del VIP
no se observa si quitamos el NOS-izquierdo. Estos resultados podrian ser
explicados por el hecho de que a nivel del ganglio celiaco se originan un
namero mayor de fibras que se dirigen al ovario derecho que las que van a la

goénada izquierda (Klein y Burden., 1988).

En estudios /in vitro se ha mostrado que VIP participa en los procesos que
conllevan a la ruptura del foliculo y por ende a la expulsién del ovocito. Los
ovarios provenientes de ratas prepuberes estimulados con LH son capaces de
ovular, respuesta que se mantiene si ademés de la LH se adiciona VIP. La sola
adicién de VIP induce la liberacién de un menor nimero de ovocitos, respuesta
que ademés depende de la dosis empleada. Cuando la estimulacién se realiza
con la maxima concentracién (10M) de VIP, todos los ovarios ovulan, si la

concentracion del péptido es menor, se reduce en un 50% el ndmero de
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ovarios que ovuld, siendo ain més bajo el nimero de ovocitos (Schmidt y col.,
1990). Esta respuesta fue similar a la observada en nuestro modelo de la rata
con SOPQ, donde incrementa la tasa ovulatoria en el ovario privado de la
informacién proveniente del NOS y estimulado con VIP aunque la cuota

ovulatoria sigue siendo baja.

El tratamiento con VE resulta en la disminucién de la masa ovérica, lo que
es explicado por la disminucién en el nimero de cuerpos luteos, acompafiado
por una menor area que debia ser ocupada por estas estructuras (Rosa-E-Silva y
col., 2003). Otros han sugerido que el menor peso resulta por la caida en la
concentracién de gonadotropinas (Lara y col., 1993). La histologia ovérica se
restablece después de la seccidn bilateral del NOS (Rosa-E-Silva y col., 2003). En
el presente trabajo se observo que cuando se realiza la secciéon del NOS-
izquierdo a hembras con SOPQ y se estimulan con VIP en la bursa del ovario
denervado, disminuye el peso del ovario estimulado. Dado que en estos
animales no hubo cambios en la respuesta ovulatoria, podriamos descartar que
la disminucién se deba a un menor nimero de cuerpos lateos, por lo que
apoyariamos la idea del grupo de Lara (1993) de que se produce en respuesta a
una menor secreciéon de gonadotropinas, hecho que se necesita corroborar en

nuestros animales.

Como ya ha sido mencionado en diestro 1, VIP ejerce un efecto
estimulante en la secrecion de progesterona (Johnson y col., 1994; Garraza y
col., 2004). En la rata con SOPQ la seccién unilateral del NOS, seguida de la

estimulacién con VIP en el ovario denervado vy sacrificadas 24 horas después de
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la cirugia, la concentracién de progesterona disminuye (Rosas., 2011). En el
presente estudio se observa que se mantiene la disminucién en la concentracién
de la hormona, después de haber transcurrido aproximadamente 8 dias de la
estimulacidon VIPérgica. Donde ademés vimos que cuando el ovario denervado
y estimulado es el derecho, la disminucién es ain méas marcada. Estos resultados
nos permiten sugerir que en el animal con SOPQ, no se produce el efecto

estimulante del VIP en la secrecién de progesterona.

En animales con SOPQ la denervacién unilateral o bilateral del NOS
induce disminucién en la concentracién de estradiol (Rosa-E-Silva, 2003;
Morales y col., 2010). Efecto contrario se observa al eliminar la informacién
simpética que llega al ovario por medio de la denervacién catecolaminérgica
con GTD, dejando intactas las fibras que transportan VIP (Ruiz., 2009). El VIP
estimula la actividad enzimética del ovario lo que permite una mayor sintesis de
estradiol en el ovario (Ahmed y col, 1986). El grupo de Parra (2007) mostrd
que los ovarios de animales con SOPQ cultivados en presencia de VIP, la
concentracién ovdrica de estradiol se incrementa en un 466%, por lo que se
postula que VIP es el responsable del incremento de estradiol y de andrégenos.
En el presente estudio, en animales con SOPQ y sometidos en la etapa adulta a
la denervacién del NOS maés la estimulacién in vivo con VIP, las
concentraciones de estradiol son mayores que en aquellos animales que no
fueron estimulados con el péptido. Este aumento podria ser explicado por el
papel estimulatorio que juega VIP en la esteroidogénesis ovarica, en donde en
estudios recientes se ha mostrado que VIP tiene dos receptores especificos en el

ovario del tipo VIPAC-1 y VIPAC-2, y junto con estos receptores incrementa de
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forma dosis-dependiente el contenido intracelular de AMPc (Kowalewski y col.,
2010) y la actividad de las aromatasas (George y Ojeda., 1987; Mayerhofer y
col., 1997), responsables de una mayor produccién de estradiol. Asi podriamos
decir que, la baja concentracién de progesterona que observamos es el resultado

del metabolismo de ésta hasta estradiol.

Los resultados observados en el presente estudio muestran que en el
animal con SOPQ el NOS en la rata adulta modula de manera estimulante la
secreciéon de progesterona e inhibitoria la de estradiol. En este modelo
experimental el NOS modula de manera inhibitoria la tasa ovulatoria. En la rata

con SOPQ y seccidn unilateral del NOS, el VIP estimula la secrecién de estradiol.
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CONCLUSIONES

% En el animal con SOPQ al que se le realiza en la etapa adulta la
denervacién unilateral del NOS, restablece la respuesta ovulatoria por
ambas génadas.

%% En el animal con SOPQ el NOS modula de manera estimulante la
secrecion de progesterona y de forma inhibitoria la de estradiol.

<% En la rata con seccién unilateral del NOS, el VIP promueve la ovulacién
en la rata adulta en donde el ovario izquierdo tiene una mayor
sensibilidad al efecto estimulante del péptido.

<% El efecto estimulante que ejerce VIP sobre la ovulacién es menor en el
animal con SOPQ

% VIP estimula en el ovario la liberacién de progesterona, que es mucho
més evidente cuando el ovario estimulado es el derecho. Este efecto se
inhibe en el animal con SOPQ

% en el animal con SOPQ vy seccién unilateral del NOS, el VIP tiene un
efecto estimulante en la activacién de las aromatasas que participan en la

sintesis de estradiol.

o¥Fr
79



Modelo

MODELO EN LA HEMBRA SIN PATOLOGIA
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Figura 13. Modelo de los efectos del estimulo con VIP del ovario denervado de animales sin
patologia, sobre la ovulacién y la sintesis de hormonas esteroides Los efectos que se observan
son al comparar con su respectivo grupo denervado y estimulado con solucién salina.
NOS-I; nervio ovérico superior izquierdo; NOS-D: nervio ovérico superior derecho; VIP;
péptido intestinal vasoactivo.
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MODELO EN LA HEMBRA CON SOPQ
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ante el estimulo con VIP

Figura 14. Modelo de los efectos del estimulo con VIP del ovario denervado de animales con
patologia, sobre la ovulacién y la sintesis de hormonas esteroides Los efectos que se observan
son al comparar con su respectivo grupo denervado y estimulado con solucién salina.
VE: valerato de estradiol; SOPQ: sindrome de ovario poliquistico NOS-I; nervio ovérico
superior izquierdo; NOS-D: nervio ovdérico superior derecho; VIP; péptido intestinal
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En el modelo podemos observar que en animales sin patologia, al realizar
la secciéon unilateral del NOS derecho VIP estimula la secrecién de progesterona
y estradiol (Figura.13), esta respuesta asimétrica ya no se observa en el animal
con SOPQ, en donde VIP no modifica la ovulacién y modula de manera
inhibitoria la secrecién de progesterona y de manera estimulante la de estradiol

(Figura.14).

Es posible que en nuestro modelo, VIP estimule la esteroidogénesis
ovdrica al incrementar por medio de sus dos receptores (VCAP, y VCAP,) la
actividad de STAR, P450scc, 17-aOH y las aromatasas lo que conllevan a un

rdpido metabolismo de progesterona hasta estradiol.
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