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Resumen

RESUMEN

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es una fisiopatologia que afecta del
7 al 9 % de mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por falta de ovulacion,
hiperandrogenismo y presencia de ovario poliquistico. A la fecha no se conocen
con precision los factores que provocan el desarrollo del SOPQ. Para dilucidar
su etiologia se han disefiado diversos modelos experimentales, entre los mas
utilizados se encuentran la administracion de valerato de estradiol (VE), el
propionato de testosterona, el letrozol, la dihidroxitestosterona o bien la

exposicion a estrés cronico por frio.

Tanto en el animal con SOPQ, inducido con VE o por estrés crénico por frio se
reporta incremento en la actividad simpatica del ovario; sin embargo, existe
controversia en cuanto al tiempo de exposicion al frio que se requiere para que
los animales desarrollen las caracteristicas del SOPQ e hiperactividad de las

fibras nerviosas ovaricas.

Por ello, ratas hembra de la cepa ClI-ZV de 24 dias de edad se colocaron en un
cuarto frio a 4°C por tres horas, cinco dias a la semana, durante 3 6 5 semanas.
Al finalizar el periodo de estrés las hembras fueron sacrificadas en el dia del
estro vaginal y se evalu6 si estas desarrollaron hiperandrogenismo,
anovulacion, morfologia de ovario poliquistico y aumento en la concentracion de

noradrenalina ovarica (indicadores de SOPQ).

En los animales expuestos a 3 semanas de estrés por frio la respuesta
ovulatoria no se modificd por el frio, no se observd la presencia de quistes
foliculares, la concentracidbn de progesterona, testosterona y estradiol fue
semejantes al grupo control, incrementé la concentracion de noradrenalina
ovarica, sin modificacién en la concentracién de su metabolito (MHPG) ni de
serotonina. En el caso de los animales expuestos a 5 semanas de estrés por

frio, no se modificaron los parametros estudiados. Estos resultados indican que
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Resumen

el estresor usado en el presente estudio no indujo las caracteristicas de
diagnéstico del SOPQ.

En el segundo experimento se evalué cémo responde el ovario del animal
estresado por frio ante la falta de la informacién simpatica aportada por el
nervio ovarico superior (NOS). Para ello, al término del estrés los animales
fueron sometidos a la seccidn del nervio ovarico izquierdo, derecho o bilateral y

sus efectos fueron analizados al presentar el estro vaginal.

La denervacion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior (NOS) no

modifico la respuesta ovulatoria a las 3 6 5 semanas de exposicion al frio.

En los animales expuestos a 3 semanas de estrés por frio, la seccion bilateral
del NOS, disminuyd la concentracion plasmatica de testosterona y estradiol e
incrementd la de noradrenalina. Cuando el periodo de exposicion al estrés fue
por 5 semanas, aumentd la concentracion de progesterona y disminuyé la de

testosterona.

En ratas expuestas a 3 6 5 semanas de frio, la eliminacién del NOS izquierdo
incrementd la concentracion sérica de estradiol y unicamente a las 3 semanas
incrementd la concentracion de noradrenalina y serotonina ovarica. La seccion
del NOS derecho a hembras expuestas a 3 semanas de estrés resultdé en
aumento en la concentracion de serotonina y noradrenalina ovarica, ésta ultima

acompanada por la disminucion en la concentracion de su metabolito.

Estos resultados permiten sugerir que en el animal expuesto a estrés por frio, el
NOS regula de manera diferencial la secrecion de hormonas esteroides y de

monoaminas.




Resumen

ABSTRACT

The polycystic ovarian syndrome (PCOS) is a physiopathology affecting 7 — 9 %
of all woman of reproductive age. Characterized by ovulatory failure,
hyperandrogenism and the presence of ovarian cysts. To date is not known
what factors cause the development of PCOS. To elucidate its etiology have
been designed several experimental models, between the most commonly found
the administration of estradiol valerate (EV), testosterone propionate, letrozole,

dihydrotestosterone or by the exposure to chronic cold stress.

Both animal with PCOS, induced whit EV or chronic cold stress has been
reported increases in the ovarian sympathetic activity. However, controversy
exist as to the time of exposure to cold is required for animals develop the

characteristics of PCOS and hyperactivity of the sympathetic nerve.

For this, female rats of the ClI-ZV strain of twenty-four days old were placed in a
cold room at 4 °C for three hours, for 5 days each week (Monday to Friday), for
3 or 5 weeks. The end of the stress period the females was sacrificed the day of
vaginal estrus. Evaluates whether developed hyperandrogenism, anovulation,
polycystic ovary morphology and increased concentration of ovarian

noradrenaline (PCOS indicators).

In the animals exposed to 3 weeks of cold stress ovulatory response was not
modified by cold, not observe follicular cysts, progesterone, testosterone and
estradiol concentrations were similar to those of their controls, was increased

concentrations of ovarian norepinephrine without changes in the concentration
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of its metabolite (MHPG) neither in ovarian serotonin. In the case of animals
exposed to 5 weeks of cold stress, the parameters studied were not modified.
These results indicate that the stressor used in the present study did not induce

the diagnostic features of PCOS.

In the second experiment assessed how the animal responds ovary cold
stressed the absence of sympathetic input from the superior ovarian nerve
(SON). For this purpose, the term stress animals underwent section of left, right
or bilateral ovarian nerve and their effects were analyzed in presenting the

vaginal estrus.

The unilateral and bilateral denervation of the ovary resulting from sectioning the
SON did not modify ovulation rates (number of ovulating animals) nor the

number of ova shed in the exposed rats to 3 or 5 weeks chronic cold stress.

The bilateral section of the SON in exposed animals to 3 weeks cold stress,
decreased the testosterone and estradiol plasmatic concentration and increased
the ovarian norepinephrine. When the period of stress exposure was for 5

weeks, progesterone concentration increased and decreased the testosterone.

Removal of left NOS in rats exposed to 3 or 5 weeks of cold would increase the
concentration of estradiol and only at 3 weeks elevated the ovarian
concentration of norepinephrine and serotonin. The right section of SON
females exposed to 3 weeks of stress resulted in increased ovarian serotonin
and noradrenaline concentration, the latter accompanied by a decrease in the

concentration of its metabolite.

The results obtained in the present study allow us to conclude that in animals
exposed to cold stress, the SON differentially regulate the secretion of steroid

hormones and ovarian monoamines.
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INTRODUCCION

El Sindrome del ovario poliquistico es un complejo y heterogéneo trastorno
endocrino que afecta a mujeres en edad reproductiva. El desarrollo del
sindrome depende de multiples interacciones entre el eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario, pero aun no se logra un consenso sobre las causas primarias que lo
inician, sin embargo, se acepta que su etiologia es multifactorial ya que
involucra factores hormonales, metabdlicos, genéticos y ambientales (Sir-

Petermann y col., 2001).

En la mujer, el SOPQ esta caracterizado por anovulacion crénica, presencia de
ovarios poliquisticos, amenorrea, hiperandrogenismo, altas concentraciones de
hormona luteinizante (LH), mientras que la hormona foliculo estimulante (FSH)
puede disminuir o no modificarse (Yen y col., 2001). Existen diversos modelos
experimentales para inducir el SOPQ, algunos mediante el uso de farmacos
como el Valerato de Estradiol (VE), el Propionato de Testosterona, el
Isoproterenol, el Letrozol o la dihidroxitestosterona (Manneras, 2007; Feng,
2009) o bien por la induccion de estrés por restriccion de movimiento o por la
exposicion cronica al frio (Paredes y col., 1998; Dorfman y col., 2003; Araya y
col., 2004). Cuando se induce el sindrome por la administracion de VE o por
estrés por frio, se incrementa la actividad de las fibras simpaticas que llegan al
ovario, lo que se traduce en la formacién de quistes foliculares y mayor
secrecion de androgenos y estrégenos (Rosa-e-Silva y col., 2003; Paredes y
col., 1998).

A la fecha no se sabe a qué parte del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario se inicia el
desarrollo del sindrome, por lo que se han formulado diversas hipdtesis sobre

su origen:

e Hipotadlamo — Hipdfisis. En el cual se establece que inicialmente el
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sindrome se debe a una alteracién en los pulsos de secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), los cuales van a producir
en la adenohipdfisis concentraciones variables de las hormonas
luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), lo que se traduce en el
ovario en aumento en la concentracion de androgenos y la formacion de

quistes foliculares (Farookhi y col., 1985).

e En el ovario: Hay una sobre expresion del complejo enzimatico P450c17
y de la enzima 3B-HSD, lo que se traduce en la sobre produccion de
androgenos que aumentan la sensibilidad en el hipotalamo (Bremer y
col., 2010)

e Por la inervaciéon simpatica. Se establece que inicialmente hay cambios
en la homeostasis de las catecolaminas ovaricas, mismos que se inician
antes del desarrollo de los quistes foliculares. Estos cambios incluyen
aumento en el contenido de noradrenalina (NA) ovarica y en su liberacion
desde las terminales nerviosas ovaricas, ademas de disminucion en los
receptores (-adrenérgicos presentes en las células de la teca y de la

glandula intersticial del ovario (Araya y col., 2004).

Para diagnosticar el SOPQ debe presentarse hiperandrogenismo, acompafiado
por la formacién de quistes foliculares o anovulacién. La induccién del sindrome
mediante la administracion de VE o por estrés por frio comparte algunas
caracteristicas como el incremento en la actividad de las fibras simpaticas que
llegan al ovario, la formacion de quistes foliculares y el aumento en la secrecién
de androgenos y estrogenos. Sin embargo, hay otros parametros en los que
difieren, con el VE, hay bloqueo de la ovulacion, adelanto en el inicio de la
pubertad y la citologia vaginal muestra células que corresponden a la fase de
estro. Con el estrés por frio, disminuye la cuota ovulatoria y los animales son

aciclicos.
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A la fecha, no es claro el tiempo de exposicion al frio con el cual las hembras
desarrollan las caracteristicas de diagndstico del SOPQ e hiperactividad en las
neuronas simpaticas; por lo que el presente estudio tuvo como objetivos 1)
evaluar si la exposicién cronica a 3 6 5 semanas de estrés por frio induce las
caracteristicas que definen al SOPQ; 2) analizar el papel del NOS en el animal

expuesto a 3 6 5 semanas de estrés por frio.
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EL OVARIO

El ovario es la gbnada femenina en la cual se llevan a cabo dos funciones, la
produccion de 6vulos maduros capaces de ser ovulados y la produccion de
hormonas esteroides y peptidicas (Guyton, 2001). En el ovario se distinguen

tres zonas:

1) La corteza en la que se encuentran los foliculos en diferentes estados
de maduraciéon rodeados por el estroma, estructura formada por
células del tejido conjuntivo, entre las que se encuentran fibroblastos,

células del musculo liso y células intersticiales.

2) La médula. Parte mas interna formada por una rica red vascular,
tejido conectivo laxo con fibras elasticas, vasos linfaticos y fibras

nerviosas.

3) El hilio. Zona a través de la cual se insertan la arteria y vena ovarica,
los vasos linfaticos, las terminales nerviosas y las células intersticiales
hiliares (Sanchez Criado, 1999).

Los foliculos son la unidad funcional del ovario, estan formados por el ovocito,
las células de la granulosa y las células de la teca (Sanchez Criado, 1999). Las
células de la granulosa son las mas cercanas al ovocito mientras que las
células de la teca se encuentran en la periferia del foliculo, ambos tipos

celulares estan separados por la lamina basal (Sherwood, 2011).
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El desarrollo de los foliculos es un proceso regulado por influencias paracrinas,
autdcrinas y por sefiales hormonales provenientes del sistema nervioso (Ojeda
y col.,, 1992; Richards, 1994). Durante este proceso el ovocito incrementa su
tamafno y aumentan el numero de células de la granulosa y de la teca. De
acuerdo a su organizacion estructural los foliculos pueden diferenciarse en 4

tipos: primordiales, primarios, secundarios y terciarios o preovulatorios (Figura

1),

Una vez que se presenta la ovulacion, la estructura folicular se reorganiza hasta
la formacion de un cuerpo luteo (CL), donde las células de la granulosa y las
células de la teca interna del foliculo post-ovulatorio presentan cambios
morfoldgicos y funcionales conocidos como luteinizacion. Las primeras ocupan
las regiones mas profundas y centrales del cuerpo luteo y su secrecion principal
es la progesterona. Las células luteinicas de la teca se especializan en la
secrecion de estradiol, estrona y progesterona (Bergman y col., 1998). En los
roedores, la fase lutea dura de 1 a 2 dias, el CL adquiere su maximo tamano en
el dia del diestro Il (Freeman, 1994). El numero de cuerpos luteos presentes en
el ovario indica el numero de ovulaciones que varia segun la especie

(Tresguerres, 1999).

Solo una pequena fraccion de los foliculos ovaricos presentes en el ovario logra
completar su maduracion, de tal forma que lo mas comun es que inicien un

proceso conocido como atresia folicular (Rosales, 1998).

La atresia folicular es un mecanismo irreversible asociado con: desprendimiento
y degeneracion de las células de la granulosa, que se caracteriza por la
presencia de nucleos picnéticos (Hay y col., 1976); fragmentacién de la lamina
basal (Bagavandoss y col., 1983); reduccién en la sintesis de DNA (Greenwald,
1989); disminucién de la sintesis de estrégenos (Carson y col.,, 1979) o
reduccion de la capacidad de unién de las gonadotropinas a su receptor (De

Felici y col., 1993). Si bien los mecanismos involucrados en la atresia son
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inciertos, la mayor parte de las evidencias apuntan a que son los andrégenos,
derivados de las células tecointersticiales, el factor primario que desencadena la

atresia.

Actualmente se considera que la apoptosis es el principal mecanismo de
degeneracion celular durante el proceso de atresia, ya que ha sido asociada
con la falla en la produccion o activacion de las enzimas que participan en la

remodelacion tisular del tejido ovarico (Garcia y col., 1997).

Julieta Qzucena Espinaza Moreno ~6~



=

‘(z661 gele ap opedlipoly) 081n| odiand |[ap UoIoBWIO) A UQIDBINAO ‘JB[NdIj0) UoloeINpew
| 8p BIDUSND8S B| ‘SOJLIBAO Sojuawiedwoo sejualalip So| uesisanw 8s anb |8 us ewsanbsg |, einbi-

Julieta Qzucena Espinaza Moreno



Marca T ediice.

REGULACION DE LAS FUNCIONES DEL OVARIO

Las funciones del ovario son reguladas en forma coordinada por mecanismos
endocrinos, que se llevan a cabo en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y por vias

neurales (Figura 2).

Figura 2. Esquema que muestra la regulacion endocrina y neural del ovario.
POA: area preoptica; HMB: hipotalamo medio basal; NArc: nucleo arcuato;
GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas; G: gonadotropos; LH:
hormona luteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; P4: progesterona; T:
testosterona; E2: estradiol; GC: ganglio celiaco; NOS: nervio ovarico superior;
PO: plexo ovarico; NV: nervio vago; +: regulacion estimulante; -: regulacion
inhibitoria.
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En el area preoptica, el hipotalamo medio basal y el nucleo arcuato se ubican
los somas de las neuronas que sintetizan GnRH, sus terminales nerviosas
convergen en la eminencia media donde secretan la GnRH hacia los vasos que
forman el sistema porta hipotalamo hipofisario. En la adenohipdfisis la GnRH
estimula en los gonadotropos la sintesis y liberaciéon de la LH y FSH. En el
ovario las gonadotrofinas actuan sobre receptores especificos localizados en
las células ovaricas, regulando la ovulacion y la secrecion de hormonas

esteroides.

OVULACION

En los mamiferos la ovulacion esta definida como el proceso bioldgico que inicia
con la estimulacién de los foliculos ovaricos maduros por las gonadotropinas,
finaliza con la ruptura del foliculo y la liberacién de un ovocito fértil dentro del

oviducto (Lawrence, 1999).

En la mujer se produce la liberacion del ovocito alrededor del dia 14 de un ciclo
normal de 28 dias (Ross y col., 2005), justo antes de la ovulacion el flujo
sanguineo se detiene en una pequena region de la superficie ovarica sobre el
foliculo que hace protusién. En la rata, el ciclo estral es de cuatro o cinco dias y

la ovulacion se produce en el dia del estro vaginal (Ojeda y Urbanski, 1994).

Dias antes de la ovulacion la tasa de secrecion de LH aumenta de 6 a 10 veces
y alcanza sus concentraciones maximas unas 16 horas antes de la ovulacion. El
aumento en la liberacion de la LH es precedido por el aumento brusco de E; en
plasma, el cual es estimulado por accion de las gonadotropinas. Al mismo
tiempo, la FSH aumenta de dos a tres veces. Ambas gonadotropinas actian de
forma sinérgica lo que provoca que el foliculo se hinche en dias previos a la
ovulacién (Guyton, 2001).
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Para que se lleve a cabo la ovulacion, en el foliculo ocurren un conjunto de

cambios que favorecen la expulsion del ovocito:

Los lisosomas de las células de la teca externa comienzan a
liberar enzimas proteoliticas que causan la disoluciéon vy
debilitamiento de la matriz colagena de la pared folicular, esto

produce una pequeia protuberancia llamada estigma.

Simultdneamente crecen nuevos vasos sanguineos hacia el
interior de la pared folicular y se estimula la secrecion de
prostaglandinas (provocan vasodilatacién) en los tejidos

foliculares.

Finalmente, la combinacién de la hinchazén del foliculo con la
degeneracion del estigma hacen que el foliculo se rompa y el

ovocito sea expulsado (Guyton, 2001).

BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas ovaricas participan en procesos como el desarrollo folicular, la

ovulacion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario (Humbhrey y col., 1999). El

ovario utiliza al colesterol como precursor en la sintesis de hormonas

esteroides.

El colesterol puede obtenerse de tres maneras:

Incorporado desde el plasma sanguineo donde es transportado

unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Del colesterol almacenado en forma de ésteres en las gotitas de

lipidos.
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3. Sintetizado de “novo” a partir del acetato dentro de las células.

A través de los diferentes compartimentos foliculares el colesterol se metaboliza

a progestagenos, andrégenos y estrogenos (Tresguerres, 1999).

El primer paso en la biosintesis de las hormonas esteroides se lleva a cabo en
la membrana interna de las mitocondrias de las células de la teca, donde a
partir de la union de la LH a sus receptores y por activacion del citocromo
p450scc, enzima que rompe la cadena lateral del colesterol, ocurre la

conversion del colesterol a pregnenolona (Tresguerres, 1999) (Figura 3).

Figura 3. Esquema que muestra
la ruta para la conversion del
colesterol a pregnenolona.
(Tomado y modificado de
Pedernera, 1993).

El progestdgeno de mayor importancia es la pregnenolona, la cual pude ser
biotransformada a partir de dos vias la A* o la A® (Figura 4). La oxidacion de la
pregnenolona a P4 es catalizada a partir de la enzima 33-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3BHSD) y la A*A° isomerasa que estan presente en las
células tecales, de la granulosa y luteas (Guyton, 2001; Humbhrey y col., 1999;

Tresguerres, 1999).
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Figura 4. Esquema que muestra las rutas para la biosintesis de las hormonas
esteroides.
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A partir de la 17-hidroxilasa la pregnenolona se convierte a 17-
hidroxipregnenolona, después por efecto de la 17, 20-desmolasa se convierte
en dehidroepiandrosterona (DHEA), la cual se transforma a androstenediol
por accion de la 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasa y a T por efecto de la 33-

a-deshidrogenasa y la A4-5 isomerasa.

O bien, a partir de la 3B-a-deshidrogenasa y la A4-5 isomerasa la
pregnenolona se convierte en progesterona, la cual por accion de la 17-
hidroxilasa es convertida a 17-hidroxiprogesterona después por efecto de la
17, 20-desmolasa se transforma en androstenediona la cual se convierte en T
por la accion de la 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasa (Humbhrey y col.,
1999; Tresguerres, 1999).

Los androgenos son secretados a la vena ovarica, pero también pasan a las
células de la granulosa, la mayoria de los andrégenos son biotransformados a

estrona y E; por accidn de las aromatasas (Tresguerres, 1999).

En la rata, al final del periodo peripuberal aumentan las concentraciones de E»,
P, y T, siendo esta ultima la responsable de la canalizacion de la vagina
(Mathews y col., 1987).

Fisiologicamente los estrégenos, especialmente la estrona y el E; son los
esteroides mas importantes en el ovario, aunque también hay pequenas
cantidades de estriol (Guyton, 2001; Humbhrey y col., 1999).

Los estrogenos ovaricos modulan la secrecion de LH y FSH por sus acciones
en hipotalamo e hipdfisis. El E, secretado por el compartimiento folicular
durante la fase proliferativa ejerce una accién inhibitoria (retroalimentacion
negativa) sobre la secrecién de LH y FSH, manteniendo la secrecion de estas
gonadotropinas en una concentracion basal. Durante la fase folicular tardia, las
altas concentraciones de E, secretadas por el foliculo preovulatorio estimulan la

secrecion de LH y FSH (retroalimentacién positiva) que precede a la ovulacion.
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El E; es fundamental para que las gonadotropinas ejerzan sus acciones sobre
el ovario, permitiendo la accion de la FSH sobre las células de la granulosa y
posibilitando la capacidad de la FSH para incrementar y mantener sus propios

receptores (Tresguerres, 1999).

INERVACION OVARICA

El ovario y la mayoria de las glandulas endocrinas son inervadas por neuronas
del sistema nervioso periférico (Dissen-Ojeda, 1999). Los ovarios de los
mamiferos estan inervados por neuronas simpaticas y sensoriales, con un
pequeio componente parasimpatico. Estas neuronas contienen fibras que
llegan a los componentes estructurales de la glandula, incluyendo la
vasculatura, el tejido intersticial y los foliculos en desarrollo (Dissen-Ojeda,
1999).

Las fibras simpaticas posganglionares que inervan al ovario derivan de cuerpos
celulares neuronales de los ganglios ovaricos, los cuales se localizan en el
origen de la arteria ovarica y de los cuerpos celulares del plexo celiaco y renal
(Baljet y Drukker, 1976). Las fibras estan asociadas con la vascularidad, viajan
a lo largo del tejido intersticial y rodean a los foliculos en desarrollo, pero
ninguna fibra penetra el cuerpo luteo ni a las células de la granulosa (Lara y
col., 2002; Greiner y col., 2005). El ovario de la rata recibe inervacion simpatica

a través de dos vias:

1) El nervio ovarico superior (NOS) el cual esta asociado con el ligamento
suspensorio y esta formado por fibras que transporta catecolaminas
[principalmente noradrenalina (NA)], neuropéptido Y (NPY) y péptido
intestinal vasoactivo (VIP). Las fibras del NOS inervan a la glandula
intersticial y la teca interna de los foliculos (Lawrence y Burden, 1980).
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2) El plexo nervioso ovarico (PO) el cual viaja a lo largo de la arteria
ovarica, estda formado por fibras sensoriales por las que trasporta
sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen que codifica la
calcitonina (CGRP) (Dees y col., 1995; Klein y Burden 1988) y fibras
simpaticas por las que transporta NA y VIP (McDonald y col., 1987).

La porcién simpatica de la inervacion ovarica tiene origen en la porcion de los
segmentos T11 a L4 de la médula y hace sinapsis con el ganglio celiaco y
mesentérico superior (Sarper y col., 1976; Lawrence y Burden, 1980; Sejnowski,
1982; Chavez y col., 1991). La conexion que existe entre el ovario y el plexo
celiaco, a través del NOS ha sido confirmada usando trazadores de transporte
retrogrado (Baljet y Drukker, 1980; Klein y Burden, 1988a, b).

ESTRES

A finales del siglo XIX el fisidlogo francés Claude Bernard observd que los
organismos poseen un mecanismo de autorregulacion que mantiene estable su
medio interno ante las presiones del medio ambiente externo (Johnson y col.,
1992) y describid las bases del equilibrio dinamico, donde la constancia, un
estado de equilibrio en el interior del organismo, es esencial para la
supervivencia. Cuando se presentan cambios en el medio ambiente o en las
fuerzas externas el organismo reacciona mediante modificaciones en su

equilibrio interno para compensar tales cambios y asegurar su sobrevivencia.

Varias décadas después el fisidlogo Walter Cannon empled el término
“‘homeostasis” para describir los procesos fisiolégicamente coordinados que
mantienen en estado estable al organismo. También fue el primero en tocar el
tema de especificidad de la respuesta al estrés, sin embargo Cannon nunca
utilizé la palabra “estrés” (Cannon, 1929; Cannon, 1939). El término estrés fue
introducido por el endocrindlogo Hans Selye quien lo defini6 como una

respuesta inespecifica del organismo ante alguna amenaza (Selye, 1936).
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Selye introdujo la expresion “sindrome general de adaptacion”, en el que se
definen tres fases sucesivas para la adaptacién: fase de alarma, fase de
resistencia y fase de agotamiento. Mas tarde Selye propuso que la mayoria de
los estimulos estresantes inducen dos tipos de respuestas: 1) una respuesta
general de estrés, la cual es semejante para todos los estresores, e involucra la
secrecion de la hormona adenocorticotrépica (ACTH) y corticosterona; 2)
respuesta individual al estrés mediada por “factores condicionantes” tales como

predisposicidon genética (Selye, 1976).

A la fecha no se ha alcanzado un consenso sobre la definicion precisa de
‘estrés”, en términos biolégicos una definicion sencilla hace referencia a
cualquier estimulo, real o percibido, que pueda amenazar la homeostasis
(Rivest y Rivier, 1995). Mostl y Palme (2002) definen al factor causante del
estrés como cualquier estimulo ambiental capaz de afectar la homeostasis,
mientras que la respuesta del animal ante ello es denominada respuesta al

estrés.

Ante una situacion que genera estrés, se activan mecanismos fisioldgicos y
conductuales dirigidos a conservar la homeostasis de dicho organismo, si estos
mecanismos resultan inadecuados por prolongados o excesivos, se pueden
presentar consecuencias negativas sobre otras funciones fisiolégicas como la

funcién reproductiva.

Diferentes situaciones estresantes activan el eje hipotadlamo hipdfisis adrenal
(H-H-A) ya que neuronas localizadas en el nucleo paraventricular (NPV) del
hipotalamo secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH), misma que
al llegar a la hipdfisis estimula en los corticotropos la secrecion de la ACTH,
misma que estimula la secrecion de glucocorticoides (cortisol en el caso del

humano y corticosterona en los roedores) desde la corteza adrenal.
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La activacion del eje H-H-A pueden afectar los mecanismos que regulan la
reproduccion al actuar en el hipotalamo, la hipdfisis o las gonadas. En el
hipotalamo se afecta la secrecion de la GnRH, en la hipdfisis se inhibe la
secrecion de gonadotropinas principalmente de LH y en la gbnada se altera la

funcién folicular, luteal y testicular (Tilbrook y col., 2000).

El funcionamiento correcto de un organismo vivo se mantiene gracias a un
equilibrio dinamico y complejo conocido como homeostasis, que
constantemente es desafiado por situaciones exdgenas denominados
estresores; cuando dichos estresores alteran la homeostasis provocan una

respuesta conocida como estrés.

ESTRESORES

El termino estresor se refiere a una situacion que perturba la homeostasis y
puede ser percibida como un peligro real o aparente (Pacak y Palkovits, 2001).
La presencia de un estresor produce inmediatamente la activacion del sistema
nervioso periférico (glandulas suprarrenales, sistema cardiovascular,
respiratorio y metabdlico) y ciertos procesos en el sistema nervioso central
(amigdala, hipotalamo, hipocampo, septum, corteza prefrontal, entre otras)
(Mercier y col., 2003).

Los estresores pueden dividirse en cuatro categorias:

1) Estresores fisicos
2) Estresores psicologicos
3) Estresores sociales

4) Estresores que alteran la homeostasis cardiovascular y metabdlica
(McCarty, 1989; Pacak y col., 1998; Van de Kar y Blair, 1999).
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Entre los estresores fisicos se incluyen el frio, el calor, la radiacion intensa, el
ruido, la vibracion, entre otros. Los estresores psicolégicos afectan
profundamente los procesos emocionales y pueden resultar en cambios de
comportamiento como ansiedad, miedo, o frustracion. El estrés de tipo social
para un animal es equivalente a la colocacion de éste en el territorio de un
animal dominante y en los seres humanos, al desempleo y la separacion
matrimonial, entre otros. Los estresores que perturban la homeostasis
cardiovascular o metabdlica incluyen el ejercicio, la inclinacién vertical, la

hipoglucemia, y la hemorragia.

En términos de duracion, los estresores pueden dividirse en dos categorias

principales:

a) Estresores agudos donde el estimulo estresante se aplica una sola vez y

el tiempo de su duracion es limitado.

b) Estresores cronicos donde la exposicion al estresante puede ser
intermitente y con exposicion prolongada o continua (Pacak y Palkovits,
2001).

Las respuestas de adaptacion que se producen por estrés incluyen procesos
fisiolégicos y de comportamiento que son esenciales para restablecer el

equilibrio homeostatico (Pacak y Palkovits, 2001).

ESTRES Y REPRODUCCION

A mediados del siglo pasado Selye (1939) propuso que la actividad del eje
H-H-A era capaz de inhibir al eje hipotalamo hipdfisis gonadal (H-H-G). EI CRH
es un péptido que puede tener efectos directos sobre la reproduccién. Los
glucocorticoides inhiben aspectos de reproduccion. La administracion periférica
de CRH no interrumpe la liberacion de GnRH ni de LH, mientras que la
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inyeccion intercerebroventricular o en eminencia media inhiben la secrecion
hipofisaria de LH, respuesta que se debe a que el CRH no atraviesa la barrera

hematoencefalica (Li y Col., 2010).

Los mecanismos por los cuales el CRH regula la actividad de la GnRH
involucran la combinacion de mecanismos directos e indirectos. El CRH puede
modular al eje H-H-G por activacion del sistema nervioso simpatico, por la

activacion del eje H-H-A (con la liberacion de glucocorticoides) (Liy Col., 2010).
EL SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO (SOPQ)

El SOPQ es un desorden endocrino y metabdlico que afecta a mujeres en edad
reproductiva. Esta considerado como sindrome no como enfermedad, el cual se

manifiesta por signos y sintomas clinicos heterogéneos (Xita y col., 2002).

Este sindrome es la causa mas frecuente de esterilidad anovulatoria
hiperandrogénica. Se manifiesta clinicamente por una combinacién de
hiperandrogenismo con anovulacion crénica y aumento de la relacion LH: FSH.
El hiperandrogenismo se traduce en hirsutismo, acné, en casos raros alopecia
dependiente de los androgenos asociados con un aumento de la concentracion
en suero de testosterona y androstenediona. La anovulacién cronica se asocia
con oligomenorrea 0 amenorrea y con la presencia de ovarios poliquisticos

bilaterales (Yen y col., 2001).

Estudios previos han mostrado que el SOPQ se asocia con secrecion irregular
de gonadotropinas. Comparado con la fase folicular del ciclo menstrual normal,
las mujeres con el sindrome presentan una secrecién de LH muy elevada y

concentraciones reducidas y constantes de FSH (Yen y col., 2001).

En la mujer con este sindrome, la morfologia ovarica se caracteriza por

aumento del tamafio de ambos ovarios y por la presencia de una capsula
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regular pero engrosada y desprovista de vascularizaciéon. En ocasiones puede
observarse un cuerpo luteo o un cuerpo albicans. Los quistes por lo general
presentan hiperplasia de las células de la teca y pocas capas de células de la
granulosa (Almahbobi y col., 1996). Los ovarios poliquisticos asociados con
este sindrome presentan alteraciones funcionales, como la hiperactividad
esteroidogénica de las células tecales y la hipofuncién de las células de la

granulosa (Erickson y col., 1979; Ehrmann y col., 1995; Franks, 1995).

Tanto en la clinica como en el laboratorio se ha visto que para considerar la
existencia del SOPQ se debe presentar hiperandrogenismo, y por lo menos una

de las siguientes caracteristicas: anovulacion o formacion de quistes foliculares.

MODELOS UTILIZADOS PARA INDUCIR EL SINDROME DE OVARIO
POLIQUISTICO

Se han desarrollado numerosos modelos experimentales para estudiar la
etiologia del SOPQ. Algunos mediante el uso de sustancias hormonales
(Manneras, 2007; Feng, 2009) o bien por la induccion de estrés (Paredes y col.,
1998; Dorfman y col., 2003; Araya y col., 2004).

En la rata, la induccion del sindrome mediante la administracién de una dosis
de 2mg de valerato de estradiol (VE), estrogeno de larga actividad que tiene
una vida media de 15 dias, produce hiperandrogenismo, anovulaciéon y

formacion de quistes ovaricos (Hemming y col., 1983; Brawer y col., 1986).

Estudios realizados por el grupo de Lara (2000) mostraron que la administracion
de VE provoca en el ovario, incremento en la concentracion del factor de
crecimiento neural (NGF) y de su receptor de baja afinidad, el p75. EI NGF,
sintetizado en las células de la teca (Dissen y col., 1996) se une a su receptor

transmembranal el p-75, localizado en el botdn terminal de las células nerviosas
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(Anesetti y col., 2009), y tiene la particularidad de viajar de manera retrograda
hasta el nucleo del soma neuronal que se encuentra en el ganglio celiaco (GC).
Estas senales modifican la expresiéon de genes que codifican para ciertas
proteinas (Campenot y Maclnnis, 2004) como la tiroxina hidroxilasa (TH),
enzima limitante en la sintesis de catecolaminas. El incremento en la TH resulta
en mayor liberacién de NA, la cual llega al ovario a través del NOS. Resultados

que han sido interpretados como mayor actividad de las fibras simpaticas.

Se ha visto que en animales con el sindrome inducido mediante la
administracion de VE y sometidos a la seccidn bilateral del NOS, la
concentracion de NA ovarica disminuye y los animales recuperan sus funciones
ovaricas, esto debido a la eliminacion de la principal fuente noradrenérgica del
ovario. Resultados que llevaron a los autores a sugerir que el SOPQ se origina
en respuesta al mayor tono simpatico (Lara y col., 1993; Sotomayor y col.,
2008).

Cuando se realiza la seccion unilateral del NOS, sea izquierdo o derecho, esta
respuesta es diferente puesto que el ovario inervado es el que recupera la
respuesta ovulatoria, aun cuando la concentracion de NA sigue siendo alta.
Resultados que nos permitieron sugerir que el SOPQ no se debe
exclusivamente a la hiperactividad de las fibras simpaticas ovaricas, y que
posiblemente existen otras vias neurales por las que el ovario esta regulando

sus funciones (Morales y col., 2010).

Otro modelo de induccién de SOPQ que no utiliza la administracién de
hormonas como factor primario es el inducido mediante estrés crénico por frio,
en el cual se ha observado la formacién de quistes foliculares, aumento en la
secrecion de andrégenos y estrégenos, asi como el incremento en la actividad
de las fibras simpaticas que llegan al ovario (Paredes y col., 1998; Dorfman y
col., 2003; Araya y col., 2004).
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Cuando las ratas son expuestas a estrés por frio el desarrollo de caracteristicas
propias del sindrome, dependen del periodo al que estén sometidas al estrés
(Paredes y col., 1998; Dorfman y col., 2003; Bernuci y col., 2008; Dofman y col.,
2009).

La induccién del sindrome mediante la administracion de VE o por estrés por
frio comparten algunas caracteristicas como: incremento en la actividad de las
fibras simpaticas que llegan al ovario por el NOS, la formacién de quistes
foliculares, aumento en la secrecidon de andrégenos y estrogenos. Sin embargo,
hay otros parametros en los que difieren, por ejemplo: solo con VE se adelanta
el inicio de la pubertad; el estrés por frio no modifica el ciclo estral, mientras
que, el VE induce estro vaginal persistente. En cuanto a la ovulacion, la
administracién de VE la bloquea completamente, mientras que el estrés por frio
sblo disminuye la cuota ovulatoria (Rosa-e-silva y col., 2003; Paredes y col.,
1998).

En el presente estudio se analiz6 si el modelo de estrés crénico por frioa3 6 5
semanas, induce las caracteristicas diagnostico del SOPQ, asi como la

participacion del NOS en la respuesta ovarica de la rata expuesta al frio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios se ha incrementado la incidencia de trastornos
reproductivos e infertilidad en humanos. En la mujer la patologia reproductiva
mas frecuente es el SOPQ, el cual se caracteriza por hiperandrogenismo,
formacién de quistes ovaricos y anovulacion. Este sindrome puede ser
originado por factores genéticos, hormonales, ambientales, nutricionales e
incluso por factores estresantes a los que esta expuesta la mujer, razoén por la

cual se le considera de origen multifactorial.

Con el uso de modelos experimentales se ha reportado que la formacion de los
quistes foliculares es precedida por la mayor actividad de las fibras simpaticas
que arriban al ovario, evaluado por el incremento en la concentracion de NA
ovarica, y no solo por alteraciones hormonales en el eje de regulacién

hipotalamo-hip&fisis-ovario.

A diferencia de lo que se ha reportado con VE, donde la administracién de una
dosis es capaz de inducir el SOPQ, la respuesta al estrés por frio es muy
variable, debido probablemente a que se utilizan diferentes periodos de

exposicion.

En estudios previos de nuestro laboratorio mostramos que la exposicién al
estrés por frio durante 8 semanas no induce el SOPQ, por lo que sugerimos
que los animales se adaptaron al estresor. Para analizar si la exposicion al frio
por periodos mas cortos es capaz de inducir el sindrome, en el presente estudio

se mantuvieron a los animales por un periodo de 3 6 5 semanas.

La exposicién al estrés por frio es capaz de inducir el incremento en la actividad
de las fibras simpaticas del ovario, y la concentracion de serotonina en el
GCMS, por lo que en un segundo experimento se analizd, como responde el
ovario del animal sometido al estrés por frio a la disminucién del aporte

NAérgico, por la seccion uni o bilateral del NOS.
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HIPOTESIS

Si en la rata hembra, el estrés por frio desencadena hiperactividad en las
neuronas simpaticas que inervan al ovario, y si es uno de los factores que
desencadena el sindrome del ovario poliquistico en la etapa adulta, entonces
ante la eliminacion de uno o ambos nervios ovaricos, se podra restablecer la

respuesta ovulatoria y la capacidad esteroidogénica.
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OBJETIVOS

1. Analizar el efecto del estrés por frio en la induccion del SOPQ, caracterizado

por:

¢ La concentracion sérica de testosterona
+» La ovulacion
+» La formacion de quistes ovaricos
+ La concentracién ovarica de noradrenalina y su metabolito.
Ademas de:
+*+ La concentracién sérica de progesterona y estradiol

7

++ La concentracion de serotonina

2. Analizar en el modelo de estrés por frio, los efectos de la seccidon
bilateral o unilateral del nervio ovarico superior, realizada en la etapa

adulta, sobre:

+ La tasa de animales ovulantes

+ El nimero de ovocitos liberados

+» La concentracion sérica de progesterona, testosterona y estradiol

% La concentracion ovarica de NA, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
(MHPG) y serotonina (5-HT)
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MATERIALES Y METODO

Procedimientos generales.

Se utilizaron ratas hembra de la cepa ClI-ZV recién nacidas, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién con 14 hrs de luz por 10 hrs de
oscuridad (luces encendidas de las 0:500 a las 19:00) y temperatura de 22 + 2
°C. En todos los casos se siguié lo establecido por la Norma Mexicana de
Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062-
Z00-1999), especificaciones técnicas para la proteccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio. EI Subcomité del Posgrado en Ciencias Bioldgicas de

la UNAM aprobé el protocolo experimental.

Los animales fueron colocados en camadas de seis individuos por caja (cinco
hembras y un macho), tuvieron libre acceso a la madre hasta los 24 dias de

edad y a partir de este momento con alimento y agua ad libitum.
Procedimiento del estrés por frio.

Animales de 24 dias de edad fueron sometidos a estrés por frio, que consistid
en mantenerlos de lunes a viernes de 8:00 a 11:00 horas a 4°C, tal y como se
ha reportado en la bibliografia (Bernuci y col., 2008; Dofman y col., 2011).
Como grupos de comparacion se incluyé un grupo que fue mantenido en

condiciones de bioterio a temperatura de 22 + 2 °C.
Procedimiento de la Autopsia.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacién al presentar el estro
vaginal, se colectd la sangre del tronco y se centrifugé a 3500 rpm durante 15
minutos. Se separo el suero y se almacend a -20 °C hasta el momento en que
se cuantificaron las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol
por radioinmunoanalisis de fase sélida (RIA). Las concentraciones ovaricas de
NA, MHPG y 5-HT se cuantificaron por cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC).
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Al momento de la autopsia se disecaron los oviductos donde se buscé la
presencia de ovocitos con la ayuda de un microscopio estereoscopico,
siguiendo la metodologia habitual del laboratorio. Los ovarios de 7 animales
por cada grupo experimental fueron congelados a -70° C para la cuantificacion
de NA, MHPG y 5-HT, los ovarios restantes de cada grupo experimental fueron
fijados y posteriormente tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina para

analizar la presencia de quistes foliculares.
Cuantificacion Hormonal por Radioinmunoanalisis (RIA).

La cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona vy
estradiol) se realizd por RIA de fase sélida, con estuches comerciales Cuat-A-
Count (Diagnostic products, Los Angeles, CA, USA). Los estuches contienen
tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos especificos: anti-

1125 I'>® o anti-estradiol-1'?°

progesterona-1 °, anti-testosterona- y calibradores para
la curva patron de cada hormona. En el caso de progesterona y estradiol, a
cada tubo se le adicionan 100 ul de suero problema y para testosterona se

adicion6 50 pl del suero, mas 1 ml de la hormona radiactiva (1'%

). Para facilitar
la reaccion, los tubos se agitaron en un vortex durante un minuto y se incubaron
a temperatura ambiente durante 3 hrs. La muestra fue decantada, se retir6 el
sobrenadante y los tubos se colocaron en un contador de centelleo gamma
modelo Cobra 5005 Packard™ para la determinacion de la concentracion de la
hormona en la muestra problema, en funcién de las cuentas por minuto y de la
curva de calibraciéon. La concentracion de progesterona se expresd en ng/ml,

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

Los coeficientes de variacion intra e interespecificos fueron 8.35% y 9.45% para
progesterona, 9.65% y 10.2% para testosterona y 8.12% y 9.28% para estradiol.
La sensibilidad del analisis fue de 0.02 ng/ml para progesterona, de 4 ng/ml

para testosterona y de 8 pg/ml para estradiol.
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La cuantificacion de las hormonas esteroides se realizé en el Laboratorio de
Hormonas Esteroides y Proteicas del Departamento de Biologia de la
Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”.

Cuantificacion de monoaminas ovéricas por Cromatografia de
Liquidos de Alta Eficacia (HPLC).

La concentracion de noradrenalina, 5-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) vy
serotonina (5-HT), se cuantificd en los ovarios de los animales de los diferentes
grupos experimentales, por el sistema de HPLC. Los ovarios que fueron
almacenados a -70 °C, se pesaron y se homogenizaron en 500 ul de acido
perclérico (HCLO,4) al 0.1 N, se centrifugaron a 12,500 rpm, a 4 °C durante 30
minutos; el sobrenadante se filtré a través de filtros de celulosa regenerada de
tamano de poro 0.2 um; se inyectaron 20 pl del filtrado al sistema de

cromatografia.

El equipo de HPLC se compone de una bomba isocratica (modelo L-250, Perkin
Elmer), una valvula de inyeccién (Reodine modelo 7125 con capacidad de 20
ul), una precolumna de silica (3.5 cm x 4.6 mm) y una columna C18 de fase
reversa (25 cm x 4.6 mm) conectado a un detector electroquimico
amperomeétrico LC-4C (Bioanalitical System Inc. USA) acoplado a un inyector
Nelson 1020 (Perkin Elmer). La concentracion de monoaminas fue expresada

en ng/mg de ovario.

El equipo de HPLC identifica automaticamente el neurotransmisor, en este caso
compara el tiempo de retencidn de un estandar y realiza el calculo de su
concentracion mediante la comparacion del area bajo la curva de las muestras

problema, con el area del estandar del neurotransmisor.
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Célculo de la Tasa de Animales Ovulantes

El calculo de la tasa de animales ovulantes (TAO) se realizd con la siguiente

formula:

TAO =__ Numero de animales ovulantes X 100
Numero total de animales por grupo

Analisis Estadistico.

Los resultados del peso corporal, la concentracion de NA, MHPG y 5-HT en el
ovario y la concentracion sérica de hormonas esteroides se analizdé por la
prueba de Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba
de Tukey. Cuando se realizé la comparacién entre dos grupos se utilizoé la
prueba “t” de Student.

La edad de apertura vaginal y el numero de ovocitos liberados fueron
analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes (TAO) fue analizada por la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher para proporciones. Se consideraron como
estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o

menor a 0.05.

Experimento 1.

Efectos de la exposicidon crénica a estrés al frio, sobre el desarrollo del
SOPQ.

Para contestar si el estrés por frio es capaz de inducir el SOPQ, animales de 24
dias de edad fueron sometidos a estrés por frio durante 3 6 5 semanas. Como
grupo de comparaciéon se utilizd animales intactos sacrificados
aproximadamente a los 46 + 2 dias de edad ¢ 60 + 2 dias de edad, al presentar
un estro vaginal (Figura 5). Cada grupo estuvo formado por 10 animales.
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3 semanas con o sin frio ,
® 46 £ 2 dias

5 semanas con o sin frio ,
[ 60 * 2 dias

ra da ra ta ta
° 1 _semana 2 semana ., 3 semana + 4 semana o 5 semana
v v hd v

24 30 37 44 51 58 Dias

Figura 5. Escala que muestra la edad en que los animales de los diferentes
grupos experimentales fueron sacrificados. La escala inicia el dia 24, el cual fue

considerado el dia 1 de exposicion al estrés

Experimento 2.

Efectos de la seccion unilateral o bilateral del nervio ovarico superior en la

rata hembra expuesta a estrés por frio.

Para analizar el papel del NOS en la regulacion de las funciones ovaricas del
animal expuesto a estrés por frio, 10 animales por grupo fueron asignados a

alguno de los siguientes grupos experimentales:

+ Seccion del NOS: Animales mantenidos a 22 + 2°C o animales
expuestos a estrés por frio durante 3 6 5 semanas, fueron sometidos a la
Seccion del NOS Izquierdo o Derecho. Para ello, los animales fueron
anestesiados con éter, posteriormente se les realizd una incision dorso
lateral de piel y musculo de aproximadamente 1 cm de largo, a través de
la cual se exteriorizd el ovario unido al utero, se identifico el ligamento
suspensorio, por el cual transcurre el nervio ovarico superior y se
procedid a realizar la seccion del nervio. Finalmente el ovario fue

regresado a la cavidad peritoneal y se suturé la herida.

En el caso de los grupos con Seccion Bilateral se procedié como en el
caso anterior, solo que en el mismo acto quirurgico se realizd la seccidn

de ambos nervios, iniciando con el izquierdo.
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% Operacion Simulada: Animales mantenidos a 22 + 2°C o animales
expuestos a estrés por frio durante 3 6 5 semanas, se les someti6 a la
Operacion Simulada lzquierda, Derecha o Bilateral. Para ello, los
animales fueron anestesiados con éter y se les realizé una incisién dorso

lateral en piel y musculo de aproximadamente 1 cm y sin tocar ningun
organo se suturo la herida.

Esquema que muestra los diferentes grupos experimentales

realizados en el experimento 2.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

EFECTO DE LA EXPOSICION CRONICA A 3 O 5 SEMANAS DE ESTRES
POR FRIO

Peso corporal.

El estrés cronico por frio por 3 6 5 semanas no modificd el peso corporal, en

comparacién con su grupo sin estrés (Tabla 1).
Inicio de la Pubertad

En los animales sometidos a 5 semanas de estrés por frio se retraso la edad de
apertura vaginal respecto a su grupo sin estrés, este parametro no se modificéd

en los animales estresados por 3 semanas (Tabla1).

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal (P.C.) y edad de apertura vaginal (EAV)
de animales sin estrés (S/E) o sometidos a los 24 dias de vida a 3 6 5 semanas de
estrés croénico por frio.

3s (S/E) 148.4 + 10.20 34.86 +0.8 46 + 2
3s estrés 12 140.00 £ 2.67 34.00 £ 0.45 46 + 2
5s (S/E) 10 191.00 £ 4.89 35.89 + 0.31 60 £ 2
5s estrés 10 196.57 + 11.85 37.14 + 0.26* 60 + 2

*p<0.05 vs. su grupo control (prueba de U de Mann-Whitney)

Respuesta ovulatoria.

En los animales sometidos a estrés cronico por frio durante 3 6 5 semanas no
se modificé el porcentaje de animales ovulantes, ni el nimero de ovocitos
liberados (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de Animales Ovulantes (%AO) y media + e.e.m. del numero de
ovocitos liberados por ovario de animales sin estrés (S/E) o sometidos a los 24 dias
de vida a 3 6 5 semanas de estrés cronico por frio.

3s (S/E) 100 4.0+0.31 5.43 + 0.57 9.43 + 0.93
3s estrés 100 5.80 + 0.68 5.40 + 0.64 11.20 £ 0.93
5s (S/E) 100 6.67 £ 0.47 6.11 £ 0.42 12.78 + 0.36
5s estrés 100 6.67 + 1.06 7.71 £ 0.81 14.17 £ 0.95

Concentracién de Hormonas Esteroides.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
progesterona, testosterona y estradiol de los animales estresados por 3 6 5

semanas, respecto a su grupo control (Grafica 1a, b y c).

En los animales sometidos a 5 semanas de estrés, la concentracion de
testosterona fue mayor y la de estradiol fue menor que la de los animales

estresados por 3 semanas (Grafical a, by c).
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#p<0.05 vs. grupo de 3 semanas (prueba “t” de Student);
ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 1. Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de a) progesterona,

b) testosteronay c) estradiol de animales sin estrés o sometidos a 3 6 5 semanas de
estrés por frio.

Julieta Qzucena Espinaza Moreno ~34~



Resultadas

Concentracion de noradrenalina, MHPG y serotonina en ovario.

En los animales sin estrés, mantenidos por 5 semanas, la concentracién de
Noradrenalina, MHPG y serotonina ovarica fue mayor, respecto a los

mantenidos por 3 semanas (Grafica 2a, b y c).

Las ratas expuestas a 3 semanas de estrés por frio presentaron
concentraciones mas altas de noradrenalina que las no estresadas, este efecto

no se observo en el grupo estresado por 5 semanas (Grafica 2a).

No se modificd la concentracion de MHPG o serotonina en el grupo estresado
por 3 semanas respecto su control sin estrés. A las 5 semanas de exposicion al
frio no se detectd el contenido del metabolito (valores por debajo del limite
inferior de la curva) y la concentracion de serotonina no presentd cambios

respecto a su grupo control (Grafica 2b y c).
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#p<0.05 vs. grupo de 3 semanas; ®p<0.05 vs. su control sin estrés (prueba “t” de Student);
ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 2. Media + e.e.m. de la concentracion total de a) Noradrenalina, b) MHPG y
c) Serotonina en ovario de animales sin estrés o sometidos a 3 6 5 semanas de estrés
por frio.
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RESUMEN DE RESULTADOS

3 SEMANAS 5 SEMANAS DE

PARAMETRO DE ESTRES VS. ESTRES VS.
CONTROL CONTROL

Peso corporal = =

EAV = Adelanto
Progesterona = =
Estradiol = =
Noradrenalina 0 =
MHPG = ND
Serotonina = =
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DISCUSION

MODELO PARA EL ESTUDIO DEL SINDROME DE OVARIO

POLIQUISTICO.

La exposicion al frio por 3 semanas resulta en una mayor actividad simpatica
del ovario, ya que aumenta la concentracién de noradrenalina en el ovario. Esta
hiperactividad neural no se presentd en los animales expuestos a 5 semanas de
estrés. Aun cuando hay mayor actividad simpatica ésta no facilita el desarrollo
del hiperandrogenismo ni la formacién de quistes foliculares, ademas los
animales ovulan de manera normal, razén por la cual concluimos que el modelo

experimental empleado no desarrolla las caracteristicas que definen al SOPQ.

En la mujer con SOPQ y en la rata tratada con VE se produce el fendmeno
conocido como anovulacion cronica (Brawer y col., 1986; Yen, 2001). En el
presente estudio observamos que el someter a estrés por frio a ratas hembra
por 3 6 5 semanas no modificd la ovulacion ni la morfologia ovarica. Resultados
semejantes hemos reportado cuando el periodo de exposicion es de 8 semanas
(Linares, 2012). Efectos diferentes han sido reportados por el grupo de Bernuci,
quienes sefalan una disminucion en el numero de ovocitos liberados cuando
los animales son expuestos a 8 semanas de estrés por frio. Los autores lo
explican por la disminucion en el numero de foliculos preovulatorios y la
acumulacion de foliculos antrales pequefios, o bien al incremento en la

transicion de foliculos preovulatorios a foliculos quisticos (Bernuci y col., 2008).
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En la rata adulta, la induccién del estrés por la exposicion al frio por 3 semanas
o por la combinacién del frio y restriccion de movimiento, no modifica la
concentracion de progesterona (Paredes y col., 1998; Dorfman y col., 2003). Sin
embargo, cuando los animales son expuestos por un periodo de 4 semanas,
aumenta la concentracién de la hormona (Dorfman y col., 2003). En el presente
estudio, en la rata juvenil el estrés cronico por frio durante 3 6 5 semanas, no
modificé la concentracién de progesterona. Resultados que nos permiten
pensar que el tipo de estresor utilizado no modificé la actividad del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal. A este respecto se ha mostrado que el estrés por
frio no modifica la secrecion de ACTH, corticostenona o progesterona (Pacak y
col. 1998). Con todas estas evidencias no se puede descartar que la capacidad
del ovario para sintetizar progesterona dependa del periodo al que el animal es

expuesto al frio.

Histolégicamente se ha observado que una de las caracteristicas del animal
que desarrolla el SOPQ es la aparicion de una nueva poblaciéon de foliculos
antrales, caracterizados por presentar menor numero de capas de células de la
granulosa rodeadas por una gruesa capa de células de la teca, lo cual se ha
relacionado con aumento en la concentracion de progesterona. En el presente
estudio se observaron los cortes histolégicos de los animales expuestos a3 6 5
semanas de estrés por frio, y en ninguno de los casos se observé la presencia
de esta poblacion folicular (datos no mostrados), lo que se podria asociar con el

hecho de que la concentracion de progesterona no se haya modificado.
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El desarrollo del SOPQ en la mujer (Greenblatt y Mahesh, 1976; Burghen y col.,
1980; Goldzieher, 1981) y en la rata (Ward y col., 1978) ha sido también
atribuido al incremento en la concentracion de los androgenos plasmaticos.
Estudios clinicos y en animales han llevado a sugerir que el SOPQ se desarrolla
por un exceso de andrégenos en la etapa fetal o en la vida prepuberal, donde
algunos tejidos son reprogramados y se manifiesta el sindrome en la
adolescencia o en la adultez (Xita y Tsatsoulis 2006; Walters y col., 2008;
Steekler y col., 2009). El hiperandrogenismo es considerado un criterio esencial
para diagnosticar la presencia del SOPQ. Al parecer, en los modelos animales
sometidos a estrés por frio, el desarrollo del hiperandrogenismo va a depender
del tiempo al que son expuestos al estresor. Cuando ratas hembra adultas
permanecen exclusivamente en frio por 3 semanas, la concentracién de
androégenos no se modifica, a las 4 semanas disminuye (Dorfman y col., 2003),
y a las 8 aumenta (Bernuci y col., 2008). Cuando el estrés por frio es
acompanado por la restriccion de movimiento por un periodo de 3 u 11
semanas la concentracion de testosterona aumenta, y sélo en las hembras que
permanecieron con el estresor por 3 semanas desarrollaron quistes foliculares
(Paredes y col., 1998). En nuestra cepa de animales el estrés por frio durante 3
6 5 semanas no modificd la concentracion de testosterona, cuando se le
compara contra el grupo de ratas no estresadas. Esto lo atribuimos a la
ausencia de quistes foliculares, como respuesta a mecanismos de adaptacion
intraovaricos que evitaron la formacién de foliculos quisticos y aseguraron la

ovulacion.
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El grupo de Bernuci, (2008) mostré que la exposicion a 8 semanas de estrés
cronico por frio resulta en la formacion de prequistes, quistes y aumento en la
concentracion de androgenos y estradiol. Alteraciones que parecen depender
del tiempo de exposicion al frio. A este respecto, Dorfman (2003) realiz6 el
mismo protocolo de estrés durante 3 6 4 semanas sin observar la formacién de
prequistes o quistes, mientras que la concentracion de estradiol no se modifico
y la de andrégenos disminuyo a las 4 semanas del estrés. Al parecer cuando el
tiempo de exposicion al frio es corto, se requiere un estresor mas para inducir
cambios en la morfologia ovarica como fue probado por Paredes (1998), quien
mostré que la exposicion por 3 semanas de estrés por frio mas restriccion de
movimiento resulta en la formacion de prequistes y aumento en la
concentracion de androgenos y estradiol. Existe evidencia que indica que las
respuestas neuroquimicas varian en funcion del tipo de estrés, donde se ha
observado que el estrés por frio provoca aumento de NA y no modifica la
concentracion de ACTH y adrenalina mientras que el estrés por restriccion de

movimiento aumenta las tres hormonas (Pakac y col., 1998).

El SOPQ ha sido atribuido a cambios que ocurren en la homeostasis de las
catecolaminas ovaricas, lo cual precede la formacion de quistes foliculares.
Cuando ratas hembra son sometidas al estrés por frio mas restricciéon de
movimiento en el mismo acto durante 11 semanas, aumenta la concentracion
de noradrenalina ovarica. Los autores lo atribuyen a un efecto local del estrés

que incrementa la liberacion de noradrenalina del ovario. Aunque no descartan
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que la NA ovarica sea de origen adrenal, ya que en esta glandula incrementa la
actividad de la tiroxina hidroxilasa, o por la hiperactividad de las neuronas
catecolaminérgicas presentes en el ganglio celiaco (Paredes y col., 1998). En
este modelo experimental la hiperactividad de las fibras simpaticas no se
traduce en la formacidon de quistes foliculares aunque si hay

hiperandrogenismo.

Se ha sugerido que el frio es capaz de inducir cambios inmediatos en la
homeostasis de la NA ovarica. La exposicion a frio por 48 horas reduce la
concentracion de NA ovarica, y a las 68 horas la restablece en el ovario pero
incrementa en el ganglio celiaco, hecho que ha sido explicado por los autores
como resultado de un efecto compensador de las neuronas simpaticas
localizadas en el ganglio y que van a ser proyectadas al ovario (Fiedler y col.,

20086).

La exposicion al frio no siempre se traduce en el incremento de la actividad de
las fibras simpaticas que llegan al ovario, asi cuando los animales fueron
colocados en el cuarto frio por 8 semanas, la concentracion de NA en ovario y
ganglio celiaco no se modifico (Navarrete, 2014), resultados similares a los que
observamos a las 5 semanas. Cuando el estrés duré 3 semanas aumenté la
concentracion de NA ovarica, lo cual puede estar asociado con un aumento en
el NGF en el ganglio celiaco donde es capaz de estimular la transcripcién de

tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la biosintesis de NA, tal y como ya ha
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sido mostrado (Bhatnagar y col., 1995). La hiperactividad noradrenérgica que se
produce en el ganglio celiaco en respuesta al frio, es similar a la que se reporta
después de tratar a los animales con VE para inducir el SOPQ, donde el
estradiol estimula la expresion de genes del NGF y su receptor de baja afinidad
el p75. A pesar de esto, parece haber diferencias al inducir el SOPQ mediante
estrés por frio del inducido con VE, en este ultimo los estrogenos tienen efecto
trofico caracterizado por mantener incrementada la actividad noradrenérgica

ovarica (Dorfman y col., 2003).

Se ha observado que en la rata hembra adulta, sometida a 8 semanas de estrés
por frio, no se modifica la concentracidon ovarica del metabolito de la
noradrenalina, el MHPG (Bernuci y col., 2008). En el presente trabajo
observamos un efecto semejante ante la exposicién a 3 6 5 semanas al estrés
por frio, este efecto quiza se debe a que el frio no es capaz de modificar la
actividad de enzimas como la monoamino oxidasa o la catecol-O-
metiltransferasa, las cuales estan involucradas en la degradacién de la
noradrenalina por desaminaciéon oxidativa o metilacion respectivamente

(Peaston y Weinkove, 2004).

La inervacion serotoninérgica del hipotalamo se origina en los nucleos dorsal y
medial del Rafe. La serotonina es un neurotransmisor que regula la secrecion
de GnRH y de LH (Arias y col., 1990). Si bien, no se ha relacionado al sistema

serotoninérgico con el desarrollo del SOPQ, existe un reporte que indica que la
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administracion de una dosis de VE a ratas hembras neonatas, en las primeras
12 horas de vida, incrementa la concentracion de 5-HT en el nucleo arcuato y
ventromedial del hipotalamo en la etapa adulta. Los autores sefalan que la
exposicion al VE antes de la diferenciacion hipotalamica puede inducir cambios
permanentes en la densidad o actividad de neuronas hipotalamicas, y que la
serotonina podria modular de manera estimulante o inhibitoria la secrecion de
GnRH (Sotomayor-Zarate y col.,, 2011). Estudios de nuestro laboratorio,
utilizando el modelo de exposicion a estrés por frio durante 8 semanas,
revelaron aumento en la concentracion de serotonina en el ganglio celiaco sin
modificacion en la concentracién ovarica (Navarrete, 2014). En la presente
investigaciéon no observamos cambios en la concentracidn ovarica de 5-HT de
los animales expuesto por 3 6 5 semanas al frio. Al momento, no contamos con
informacion sobre el papel de la serotonina en el ovario del animal sometido a
estrés cronico por frio, por lo que se requiere de mas estudios que expliquen su

participacion en la regulacion de las funciones ovaricas.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 2

EFECTO DE LA SECCION BILATERAL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR
EN RATAS SOMETIDAS A 3 O 5 SEMANAS DE ESTRES POR FRIO

Respuesta ovulatoria

Ni la Operacion Simulada Bilateral o la Seccién Bilateral del NOS modifico el
porcentaje de animales ovulantes ni el numero total de ovocitos liberados en los

animales sin estrés o sometidos a 3 6 5 semanas de estrés por frio (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m. del niumero de ovocitos
liberados por ambos ovarios de animales intactos, con Operacién Simulada Bilateral (OSB) o
Seccion Bilateral del Nervio Ovarico Superior (SBNO), sometidos o no al estrés croénico por frio
por 3 6 5 semanas.

Intactos 100 100 9.43 £ 0.93 12.78 + 0.36

OSB 78 67 10.40 + 0.89 12.75 + 0.25

SBNO 78 100 11.83 £0.87 12.00 £ 1.40

Estrés 100 100 11.20 + 0.90 14.17 + 0.95

Estrés OSB 90 100 11.63 + 0.59 12.57 + 0.43

Estrés SBNO 90 100 11.29 + 0.71 13.00 + 1.29
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Secrecién de Hormonas Esteroides

En los experimentos realizados a las 3 semanas, la operacion simulada
bilateral, disminuy6 la concentracion de progesterona, respecto al grupo de
animales intactos, mientras que la seccién bilateral del NOS restablecio la
concentracion de la hormona. Efectos semejantes se observan cuando las ratas

fueron expuestas a estrés por frio (Grafica 3a).

No se reportd la concentracion de testosterona del grupo control para los
animales de 3 semanas ya que los valores se encontraron por debajo del limite

inferior de sensibilidad del método.

En los animales sin estrés, la seccion bilateral del NOS disminuyo la
concentracion de testosterona respecto al grupo con operacion simulada
bilateral. Cuando las hembras fueron expuestas al frio, la operacién simulada
bilateral resultd en el aumento de testosterona, mientras que la seccidon
bilateral del NOS disminuyé la concentracion de la hormona. Al comparar la
concentracion de testosterona de los animales estresados con los no
estresados observamos concentraciones menores de testosterona en los

estresados (Grafica 3b).

En los animales sin estrés, tanto la operacion simulada como la seccion bilateral
del NOS disminuyeron la concentracion sérica de estradiol, respecto al grupo
de animales intactos. En las hembras expuestas a 3 semanas de estrés y
sometidas a la operacion simulada bilateral, la concentracion de la hormona es
mayor que el de las hembras no estresadas y sometidas a la operacion
simulada bilateral. La seccion bilateral del NOS resulté en menor concentracion
de estradiol cuando se compara contra el grupo unicamente estresado.
(Grafica 3c).

En los experimentos realizados a las 5 semanas, los animales sometidos a la

operacion simulada o a la seccién bilateral del NOS presentaron
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concentraciones mas altas de progesterona que los animales intactos. Esta
respuesta es diferente en el animal estresado, donde la operacion simulada
disminuy6 la concentracion de la hormona y la seccién bilateral del NOS la

aumento (Grafica 4a).

En los animales sin estrés, ni la operacion simulada o la seccion bilateral del
NOS modificaron la concentracién sérica de testosterona, mientras que en el
animal estresado, la operacion simulada no modificd la concentracion de la

hormona y la seccién bilateral del NOS la disminuy6 (Grafica 4b).

Ni la operacion simulada o la seccion bilateral del NOS modificaron la

concentracion de estradiol en los animales sin estrés o con estrés (Grafica 4c).
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*p<0.05 vs. su grupo de 3s; 4p<0.05 vs. su grupo con OSB; ¢p<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 3. Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de a) progesterona, b)
testosteronay c) estradiol de animales sin estrés o con 3 semanas de estrés por frio

sometidos a la Operacién Simulada Bilateral (OSB) o a la Seccién Bilateral del Nervio
Ovarico Superior (SBNO).
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*p<0.05 vs. su grupo de 5s; 4p<0.05 vs. su grupo con OSB; ¢p<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 4. Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de a) progesterona, b)
testosteronay c) estradiol de animales sin estrés o con 5 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacién Simulada Bilateral (OSB) o a la Seccion Bilateral del Nervio
Ovarico Superior (SBNO).
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Concentracion de Noradrenalina, MHPG y Serotonina en Ovario.

En los experimentos realizados a las 3 semanas, en animales sin estrés la
operacion simulada bilateral y la seccion bilateral del NOS, aumenté la
concentracion de noradrenalina. Al exponer a los animales al estrés por frio, la
concentracion de la amina fue mayor que en los animales no estresados; la
operacion simulada bilateral resulté en la disminucion de la amina, mientras que

la seccion bilateral del NOS la incrementé (Grafica 5a).

En los animales sin estrés, la operacion simulada bilateral resulté en el aumento
de la concentracion de MHPG. La concentracion de este metabolito fue
normalizado por la seccién bilateral del NOS. En los animales estresados no se
modificé la concentracion de MHPG ni por la operaciéon simulada ni la seccion
bilateral del NOS (Grafica 5b).

En animales sin estrés, la operacién simulada bilateral y la seccion bilateral del
NOS aumenté la concentracion de serotonina. El animal estresado responde
de manera diferente, donde la operacion simulada bilateral disminuyd la
concentracion ovarica de serotonina y la seccion bilateral del NOS la aumenté
(Grafica 5c¢)

Los grupos de ratas sin estrés, estudiadas por 5 semanas presentaron
concentraciones semejantes de noradrenalina, independientemente de la
cirugia realizada. Todos los animales estresados presentaron aumento en la
concentracion ovarica de la amina, el cual se acentu6 cuando fueron sometidos

a la operacién simulada bilateral (Grafica 6a).

En los animales sin estrés la operacién simulada no modificé la concentracion
de MHPG, cuando los animales fueron seccionados bilateralmente del NOS,
disminuyé significativamente la concentracion ovarica del metabolito, respecto

al grupo sin cirugia. En los animales unicamente estresados, la concentracion
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del metabolito se encontr6 por debajo del limite inferior de sensibilidad del
método. No hubo diferencias significativas al comparar al grupo seccionado

bilateralmente contra su control con operacién simulada (Grafica 6b).

La concentracion de serotonina en los grupos de ratas sin estrés, sometidas a
las operacion simulada o a la seccion bilateral del NOS, se encontré por debajo
del limite inferior de sensibilidad del método. En el animal sometido a estrés
por frio, ni la operacién simulada o la seccion bilateral del NOS, modificaron la

concentracion de serotonina (Grafica 6¢).
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*p<0.05 vs. su grupo de 3s; 4p<0.05 vs. su grupo con OSB; ¢p<0.05 vs. su grupo sin estrés

(prueba “t” de Student);

Grafica 5. Media + e.e.m. de la concentracion total de a) Noradrenalina, b) MHPG y
c) Serotonina en ovario de animales sin estrés o con 3 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacion Simulada Bilateral (OSB) o a la Seccién Bilateral del Nervio
Ovarico Superior (SBNO).
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*p<0.05 vs. su grupo de 5s; 4p<0.05 vs. su grupo con OSB; ¢p<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 6. Media + e.e.m. de la concentracion total de a) Noradrenalina, b) MHPG y
c) Serotonina en ovario de animales sin estrés o con 5 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacion Simulada Bilateral (OSB) o a la Seccién Bilateral del Nervio
Ovarico Superior (SBNO).
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EFECTO DE LA SECCION UNILATERAL DEL NERVIO OVARICO
SUPERIOR EN RATAS SOMETIDAS A 3 O 5 SEMANAS DE ESTRES POR
FRIO

Respuesta Ovulatoria

En animales sin estrés con operacion simulada izquierda o derecha o seccion
del NOS izquierdo o derecho, no se modificd la tasa de animales ovulantes.
Este efecto fue similar en los animales sometidos a estrés por frio por 3 6 5

semanas (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de animales ovulantes de animales intactos, con Operacion
Simulada Izquierda o Derecha (OSIl; OSD) o Seccion del Nervio Ovarico Superior
Izquierdo o Derecho (SNOI; SNOD), sometidos o no al estrés crénico por frio por 3 6 5

semanas.
% ANIMALES OVULANTES
(CON ESTRES)

Intactos 100 100 100 100
(OR] 100 100 70 100
SNOI 100 100 100 100
OSD 88 100 100 100
SNOD 92 100 86 92

En los animales sin estrés la operacion simulada izquierda disminuyé el nUmero
de ovocitos liberados por el ovario izquierdo, comparado con su grupo control.
La operacion simulada unilateral no modificé el numero de ovocitos liberados
entre el ovario izquierdo y derecho. La seccién del NOS izquierdo no modifico el
numero de ovocitos liberados, respecto al grupo con operaciéon simulada,
mientras que, al cortar el NOS derecho el ovario denervado liber6 menos

ovocitos que el inervado (Grafica 7).
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En los animales expuestos al frio, la operacion simulada izquierda o derecha
resultaron en la liberacién de un menor numero de ovocitos por parte del ovario
izquierdo, comparado con su ovario derecho. Ni la seccion del NOS izquierdo o
derecho modificé el numero de ovocitos liberados cuando se compara entre el
ovario inervado y el denervado, si se comparan con el grupo con operacién
simulada, la seccion del nervio derecho resulté en un mayor numero de ovocitos

liberados por el ovario izquierdo (Grafica 7).

En los animales sin estrés la operacion simulada derecha resulté en un mayor
numero de ovocitos liberados por parte del ovario derecho, efecto que no se
observa al realizar la operacion simulada izquierda. La seccion del NOS
izquierdo resultdé en un menor numero de ovocitos liberados por parte del ovario
denervado. La seccion del nervio derecho no modificé la ovulacién, al comparar

la cuota ovulatoria del ovario izquierdo con el derecho (Grafica 8).

Cuando los animales fueron expuestos al frio y sometidos a la operacién
simulada izquierda o derecha, el numero de ovocitos liberados fue semejante
entre ovario izquierdo y derecho. La seccion derecha del NOS resultdé en la
liberacion de un numero menor de ovocitos por parte del ovario denervado,

mientras que la seccion izquierda no modificé este parametro (Grafica 8).
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Secciones lzquierdas
[ Ovario izquierdo
@ Ovario derecho

Secciones Derechas

& p<0.05 vs. su ovario contralateral; *p<0.05 vs. su grupo de 3s; 4p<0.05 vs. su grupo con OS;
*p<0.05 vs. su respectivo grupo sin estrés (prueba “U” de Mann-Whitney).

Grafica 7. Media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados por ovario de animales
sin estrés o con 3 semanas de estrés por frio sometidos a la Operaciéon Simulada
Izquierda (OSI) o a la Seccion del Nervio Ovarico Superior Izquierdo (SNOI) (panel
superior) o a la Operacion Simulada Derecha (OSD) o a la Seccion del Nervio Ovarico
Superior Derecho (SNOD) (panel inferior).
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Secciones lzquierdas

kel Ovario izquierdo
i Ovario derecho

Secciones Derechas

& p<0.05 vs. su ovario contralateral; #p<0.05 vs. su grupo de 5s; Ap<0.05 vs. su grupo con OS
(prueba “U” de Mann-Whitney).

Grafica 8. Media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados por ovario de animales
sin estrés o con 5 semanas de estrés por frio sometidos a la Operacion Simulada
Izquierda (OSI) o a la Seccion del Nervio Ovarico Superior Izquierdo (SNOI) (panel
superior) o a la Operacion Simulada Derecha (OSD) o a la Seccién del Nervio Ovarico
Superior Derecho (SNOD) (panel inferior).
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Secrecién de Hormonas Esteroides

La operacion simulada izquierda, realizada al grupo sin estrés, resulté en la
disminucion de la concentracion plasmatica de progesterona. Al seccionar el
NOS izquierdo, la concentracion de la hormona regreso a valores de un animal
intacto. El animal sometido a estrés cronico por frio por 3 semanas respondid

de manera semejante ante la operacion simulada izquierda (Grafica 9a).

En el grupo de ratas sin estrés, ni la operacién simulada o la seccion del NOS
derecho, modificaron la secrecion de progesterona, efecto semejante se
observé en los animales estresados y sometidos a la operacion simulada
derecha o a la seccion del NOS derecho. Cuando se comparan con respecto al
grupo no estresado, las hembras con operacion simulada derecha presentaron

menor concentracidon de progesterona (Grafica 9a).

En los animales sin estrés, la seccion del NOS izquierdo resultd en aumento en
la concentracion de testosterona, respecto al grupo con operacion simulada
izquierda. En las ratas estresadas las cirugias unilaterales resultaron en el

aumento de la concentracion plasmatica de testosterona (Grafica 9b).

En las ratas sin estrés, la seccidon del NOS derecho no modifico la
concentracion de testosterona. En los animales estresados por 3 semanas, la
operacion simulada y la seccion del NOS derecho incrementd la concentracion

de la hormona (Grafica 9b).

En el grupo de animales no estresados la seccion del NOS izquierdo o derecho
no modificd la concentracion de estradiol. En animales estresados, la seccion
del NOS izquierdo resultd en el aumento de la concentracién de estradiol
(Grafica 9c).
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*p<0.05 vs. su grupo de 3s; 4p<0.05 vs. su grupo con OS; ep<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 9. Media £ e.e.m. de la concentracion plasmatica de a) progesterona, b)
testosteronay c) estradiol de animales sin estrés o con 3 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacion Simulada Izquierda o Derecha (OSI; OSD) o a la Seccion del
Nervio Ovarico Superior Izquierdo o Derecho (SNOI; SNOD).

Julieta Qzucena Espinaza Moreno ~ 59 ~



Resultadas

La seccion del NOS izquierdo en los animales sin estrés, disminuyd la
concentracion sérica de progesterona. Cuando los animales son estresados la
operacion simulada izquierda resulté en la disminucion de la hormona que es

normalizada por la seccion del NOS izquierdo (Grafica 10a).

En los animales sin estrés, la operacion simulada derecha disminuyo la
concentracion de progesterona en suero, mientras que en los animales

estresados no la modifico (Grafica 10a).

La concentracion de testosterona disminuyé con la operacion simulada

izquierda, en animales estresados o no estresados (Grafica 10b).

La seccion del NOS derecho no modificd la concentracion de testosterona en

los animales con o sin estrés (Grafica 10b).

En los animales no estresados, la operacion simulada izquierda resulté en la
disminucién de la concentracion sérica de estradiol. Cuando el animal es
sometido a estrés por frio, la seccion del NOS izquierdo resulté en el aumento

de la hormona (Grafica 10c).

La seccion del NOS derecho no modificd la concentracion de estradiol en los

animales con o sin estrés (Grafica 10c).
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*p<0.05 vs. su grupo de 5s; 4p<0.05 vs. su grupo con OS; ep<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 10. Media £ e.e.m. de la concentracién plasmatica de a) progesterona, b)
testosteronay c) estradiol de animales sin estrés o con 5 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacion Simulada lzquierda o Derecha (OSI; OSD) o a la Seccién del
Nervio Ovarico Superior Izquierdo o Derecho (SNOI; SNOD).
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Concentracion de Noradrenalina, MHPG y Serotonina en Ovario.

En los animales sin estrés, la operacion simulada izquierda disminuyé la
concentracion de NA, mientras que la seccidén del NOS izquierdo la aumento.
En los animales estresados, tanto la operacion simulada izquierda como la

seccion del NOS izquierdo, aumento la concentracion de NA (Grafica 11a).

La seccion del NOS derecho realizada a animales sin estrés, disminuyo la
concentracion ovarica de NA, mientras que en el animal con estrés, la aumenté
(Grafica 11a).

En el grupo de ratas no estresadas, la seccion del NOS izquierdo disminuyé la
concentracion ovarica del metabolito de noradrenalina. Cuando las ratas son
estresadas, la operaciéon simulada izquierda aumentd la concentracion del

MHPG vy la seccion del NOS izquierdo la disminuyé (Grafica 11b).

La seccién del NOS derecho disminuy6 la concentracion de MHPG en ratas no
estresadas. En las hembras sometidas a estrés, la operacion simulada derecha
aumentd la concentracién del metabolito, mientras que la secciéon del NOS

derecho la disminuy6 (Grafica 11b).

Observamos aumento en la concentracidn de serotonina en los animales sin
estrés y sometidos a la seccidén del NOS izquierdo, efecto que persiste en los

animales estresados (Grafica 11c).

La operacion simulada derecha realizada en animales sin estrés aumenté la
concentracion de serotonina. En los animales sometidos al estrés por frio, la

seccién del NOS resulté en el aumento de dicho neurotransmisor (Grafica 11c).
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*p<0.05 vs. su grupo de 3s; 4p<0.05 vs. su grupo con OS; ep<0.05 vs. su grupo sin estrés
(prueba “t” de Student); ND: valor por debajo del limite de la curva.

Grafica 11. Media + e.e.m. de la concentracion total de a) Noradrenalina, b) MHPG y
c) Serotonina en ovario de animales sin estrés o con 3 semanas de estrés por frio
sometidos a la Operacion Simulada Izquierda o Derecha (OSI; OSD) o a la Seccién del
Nervio Ovarico Superior Izquierdo o Derecho (SNOI; SNOD).
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PARTICIPACION DE NERVIO OVARICO SUPERIOR EN EL

ANIMAL SOMETIDO A ESTRES CRONICO POR FRIO.

En la rata adulta la seccion bilateral o unilateral del NOS resulta en la
disminucion del porcentaje de animales ovulantes y de la cuota ovulatoria
(Chavez y Col., 1991). Resultado que permitié a los autores sugerir que la
inervacion simpatica que llega al ovario a través del NOS, modula de manera
estimulante la ovulaciéon. En la rata prepuber, la seccion bilateral no modifica la
ovulacion, lo que llevé a plantear en un inicio que la informacion simpatica no
participa en los mecanismos que regulan la primera ovulacion (Aguado y Ojeda

1984; Selstam y col., 1985).

En el presente estudio la seccion bilateral del NOS no modificé la ovulacion.
Esta respuesta se mantiene aun cuando los animales son sometidos a 3 6 5
semanas de estrés por frio. En las hembras con o sin estrés sometidas a los 45
dias a la seccion del NOS izquierdo no se modificé la liberacién de ovocitos
entre ovario izquierdo o derecho. En las hembras sin estrés la seccién del NOS
derecho disminuyé el numero de ovocitos liberados por parte del ovario
denervado, respuesta que no se presenta en los animales expuestos a estreés.
Con estas evidencias apoyamos la idea de que en la rata sin estrés el NOS
derecho modula de manera estimulante la ovulacién, mientras que en el animal

estresado, la regula de manera inhibitoria.
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En la hembra de 59 dias de edad, el NOS izquierdo modula de manera
estimulante la ovulacion. En la hembra estresada la respuesta a la seccion del
NOS izquierdo es semejante a la que se presenta en el animal sin estrés,
aunque es de menor magnitud. En el animal sin estrés el NOS derecho parece
no participar en la regulacion de la ovulacion, a diferencia de lo que ocurre en el
animal expuesto al frio, donde el NOS derecho modula de manera estimulante

la ovulacion por parte del ovario denervado.

En la rata adulta en el dia del proestro, la informacion que lleva el NOS participa
en la regulacion de la secrecion de progesterona y estradiol de manera
estimulante, mientras que no parece participar en el dia del estro (Aguado y
Ojeda., 1984). Estudios de nuestro laboratorio utilizando la rata prepuber de 32
dias de edad, muestran que la concentracidn sérica de progesterona es
regulada de manera diferente por la informacién neural que transcurre por el
NOS izquierdo y derecho (Morales-Ledesma, 2012). En la presente
investigacion mostramos que en el animal puber, el NOS modula de manera
inhibitoria la secrecion de progesterona, ya que la eliminacion de ambos nervios
ovaricos resulta en una mayor concentracion de la hormona, respecto al grupo
con operacion simulada. Efectos similares observamos cuando las ratas son
previamente expuestas a 3 6 5 semanas de estrés por frio. Estos resultados
nos permiten sugerir que la informacién nerviosa que modula la secrecién de

progesterona no se modifica ante este tipo de estresor.
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Cuando realizamos la denervacién del NOS izquierdo en un animal sin estrés
aumenta la concentracion sérica de progesterona. El grupo de Weiss (1982)
mostré que la estimulacién eléctrica del nervio ovarico superior regula la
produccion de progesterona de manera estimulante, mediante la activacion de
receptores beta, o de manera inhibitoria via estimulacién de receptores alfa. En
los animales expuestos al frio por tres semanas, la seccion unilateral del NOS
no modifica la concentracion de progesterona, lo que nos lleva a pensar que en
eéste modelo los receptores beta-adrenérgicos que se encuentran en células de
la granulosa pueden haber perdido sensibilidad ante el estimulo adrenérgico.
Idea que se apoya en el hecho de que en estos animales la concentracion de
NA ovarica fue mayor que en los animales sin estrés. La modulacion que ejerce
el NOS en la regulacion de la secrecion de progesterona depende del periodo
de exposicion al frio, asi, cuando se mantuvieron por 5 semanas el NOS

izquierdo modula de manera inhibitoria la secrecion de la hormona.

En la rata neonata la eliminacion de ambos nervios ovaricos resulta en cambios
de la concentracion de androstenediona que dependen del periodo de
evolucion, donde inicialmente se observa una modulacién de tipo inhibitorio y
posteriormente es de tipo estimulante (Forneris y Aguado 2002). Este
comportamiento diferencial se observa cuando la denervacién se practica en la
rata juvenil y se evalua el efecto de manera aguda (Morales-Ledesma y col.,
2012). En la presente investigacion cuando se realizé la seccidn bilateral del

NOS en la rata de 45 dias de edad, la secrecion de testosterona es regulada de
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manera estimulante por el nervio, mientras que parece no participar cuando el
animal inicia la etapa adulta. El modelo de denervacion unilateral nos permite
mostrar que cada nervio regula de manera diferente la secrecion hormonal, esto
con base en el hecho de que el NOS izquierdo regula inicialmente de manera
inhibitoria, y el NOS derecho parece no participar. La regulacion asimétrica en
la esteroidogénesis ovarica por parte del NOS puede ser atribuido al numero de

fibras que lleva cada nervio (Klein y Burden 1988).

La participacion de la informacion neural que transcurre por el NOS en la
regulacion de la secrecion de testosterona, no se ve modificado cuando los
animales son expuestos previamente al estrés por frio, independientemente del

periodo.

Estudios de nuestro grupo de trabajo han mostrado que en la rata adulta, la
informacion neural que transcurre por el NOS participa en la regulacién de la
secrecion de las hormonas esteroides, lo que va a depender del dia del ciclo
estral (Flores y col., 2011). Asi, para la manana del proestro se plantea que la
modula de manera estimulante (Aguado y Ojeda 1984), y existe controversia
sobre su participacion en el dia del estro, hay quienes sefialan que no participa
(Aguado y Ojeda., 1984) y quienes dicen que lo hace de manera inhibitoria
(Kagitani y col.,2008). En la rata prépuber puede modularla de manera
estimulante o inhibitoria, en funcion del nervio seccionado y del periodo

transcurrido entre la denervacion y la autopsia (Morales-Ledesma y Col., 2012).
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En el presente estudio no observamos modificacion en la secrecién de estradiol,
ante la seccién bilateral o unilateral del NOS en las ratas sin estrés. Esta
respuesta pueda ser atribuida a que los animales fueron sacrificados en la
mafana del estro, y tal como lo sefiala el grupo de Aguado (1984) al estro

vaginal, el NOS no participa en la regulacién de la secrecion de estradiol.

En los animales expuestos a 3 semanas de estrés por frio, la seccion bilateral
disminuyo la secrecion de estradiol, lo que nos lleva a pensar que el ovario es
mas sensible a la falta de inervacion simpatica. No descartamos la posibilidad
de que al cortar el NOS haya disminuido la concentracion de VIP, neuropéptido
que transcurre por NOS, neurotransmisor que estimula la actividad de las
aromatasas (George y Ojeda, 1987), y con ello la concentracion de estradiol. En
la rata expuesta al frio, la regulacion que ejerce el NOS-izquierdo o derecho
sobre la secrecion de estradiol es diferente, donde la informacién neural que
lleva el NOS-izquierdo inhibe la secrecién de la hormona, mientras que parece

no ser fundamental la que transcurre por el nervio derecho.

La seccion bilateral del NOS realizada en ratas neonatas de 4 dias de vida
aumenta la concentracion de noradrenalina ovarica cuando se sacrifican a los
41 dias de vida (Forneris y Aguado 2002), mientras que en la rata prepuber, la
disminuye hasta en un 60% (Aguado y Ojeda 1984). En la presente
investigacion la seccion bilateral del NOS no modificé la concentracion de NA

ovarica, resultados que nos llevan a pensar que al eliminar el NOS, se produjo
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una respuesta compensadora por parte del plexo ovarico, otro nervio que
transporta NA al ovario. En apoyo a esta idea el grupo de Klein (1989) mostro
que ante la estimulacion eléctrica del NOS se produce incremento en la

actividad neural del plexo ovarico ipsilateral al nervio estimulado.

Cuando los animales son previamente expuestos a 3 6 5 semanas de estrés por
frio incrementa la concentracion de NA ovarica, sin cambios en la concentracion
de su metabolito. Este efecto es aun mayor cuando los animales son
denervados 3 semanas después de terminado el estrés por frio. El incremento
de NA ovarica puede ser explicado a partir de dos fuentes: 1) el que se produce
a nivel del ganglio celiaco mesentérico superior (Navarrete, 2014) y 2) por el
aumento en la actividad de la tiroxina hidroxilasa de la glandula adrenal, lo que
permitiria que una mayor concentraciéon de la amina sea liberada al torrente

sanguineo y llegue al ovario (Paredes y col., 1998).

La seccion unilateral del NOS se traduce en la caida de la noradrenalina ovarica
por parte del ovario denervado, que se produce inmediato a la denervacion
(Chavez y col., 1994) o hasta 60 dias post-denervacién (Linares, 2011). Estos
resultados difieren a los reportados en el presente estudio, donde encontramos
que después de la seccidon del NOS izquierdo aumenta la concentracion total de
la amina en ovario y disminuye la del metabolito. Mientras que con la seccién
del NOS derecho tanto la amina como el metabolito se ven disminuidos. Con
estas evidencias sugerimos que la capacidad del ovario para metabolizar la

noradrenalina disminuye a la falta del NOS.
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En la rata el estrés por frio induce incremento de la concentracion de NA en el
ovario, este efecto es modulado de manera inhibitoria por la informacién que
transcurre por el NOS, ya que la seccion del nervio izquierdo o derecho se

traduce en el aumento de la concentracion de la amina.

La serotonina es una monoamina que participa en la regulacion de la secrecidn
de la hormona liberadora de gonadotropinas (Arias y Col., 1990; Jannes y Col.,
1982), de las gonadotropinas (Moguilevsky y Col., 1985) y de las funciones
ovaricas. En la rata hembra prepuber de 30 dias, la administracién por via
sistémica de fluoxetina hidroclorada, inhibidor selectivo de la recaptura de
serotonina, desde el dia 30 hasta el 33, no modifica la concentracion de
serotonina en el hipotalamo anterior o medio pero si en el ovario. Por lo que los
autores plantean que la serotonina en ovario ejerce un efecto inhibitorio en los
mecanismos que culminan con la primera ovulacion, lo que se refleja en
disminucion del numero de ovocitos liberados (Romero, 2010). No contamos
con evidencias que indiquen si la seccion del NOS modifica el sistema
serotoninérgico del ovario, en la presente investigacion mostramos que el NOS
izquierdo modula de manera inhibitoria la secrecién de 5-HT. Esta modulacién
se mantiene en el animal sometido a estrés por frio. Probablemente el aumento
en la actividad serotoninérgica en los animales sometidos a la seccion unilateral
del NOS, este relacionado con un mecanismo de regulacién intraovarico que

asegure el éxito en el proceso ovulatorio.
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CONCLUSIONES

En la rata hembra, la exposicién a 3 6 5 semanas de estrés por frio no
desarrolla las caracteristicas endocrinas y morfologicas del ovario que

describen al sindrome de ovario poliquistico.

En el animal expuesto a estrés cronico por frio, el NOS no participa en

los mecanismos que regulan el proceso ovulatorio.

En el animal expuesto a 3 semanas de estrés por frio, el NOS regula de

manera inhibitoria la secrecion de noradrenalina.

En la rata expuesta a 3 6 5 semanas de estrés por frio, la regulacién en

la secrecion de testosterona depende de la integridad del NOS.

En la rata hembra expuesta a 3 6 5 semanas de estrés por frio, el NOS
izquierdo regula de manera inhibitoria la secrecion de estradiol, mientras

que el nervio derecho parece no regular la secrecion de la hormona.

En el animal expuesto a 3 semanas de estrés por frio, el NOS regula de

manera inhibitoria la concentracion de serotonina ovarica.
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