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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es un trastorno neuroendocrino,
que afecta del 6 al 109 de mujeres en edad reproductiva. Se ha mostrado que,
en roedores, la inyeccion de valerato de estradiol (VE) produce un cuadro
clinico semejante al observado en 1la mujer, el cual incluye
hiperandrogenismo, anovulacion y estructuras quisticas. Una de las hipdtesis
sobre la etiologia del SOPQ, postula que se debe a la hiperactividad de las
fibras simpadticas que inervan al ovario via el nervio ovarico superior (NOS).
En ratas con SOPQ, la seccion bilateral del NOS o la del nervio vago (NV),
resulta en elrestablecimiento de larespuesta ovulatoria. Estasevidenciashan
permitido sugerir que la informacién nerviosa que recibe el ovario via el NOS
y el nervio vago regulan la persistencia del SOPQ. Por otro lado, Dominguez y
colaboradores (1998), mostraron que el adormecimiento de la sefial nerviosa
por la microinyeccién de xilocaina (anestésico local) en el ovario izquierdo,
resulta en la disminucién en el numero de ovocitos liberados por ambos
ovarios, 1o que sugiere un bloqueo en la seflal nerviosa que regula la funcion
ovarica. Por lotanto, el presente estudio tiene el objetivo de analizar sien ratas
con SOPQ, el adormecimiento de las sefiales nerviosas restablece la funcién
ovdrica, por lo que se evalud, el efecto de la microinyeccion de xilocaina en la
bursa del ovario izquierdo, derecho o en ambas bursas, sobre la respuesta
ovulatoriay la secrecion de hormonas esteroides. Para ello, ratasde 10 dias de
edad fueron inyectadas con VE, al cumplir 60 dias de edad fueron sometidas a
la microinyeccién de 20 uL de xilocaina en una o ambas bursas ovaricas. En
ratas con SOPQ, la microinyeccién de xilocaina en el ovario derecho resultd
en la ovulacién por ambos ovarios en el 38% de los animales, mientras que,
cuando se microinyectd el ovario izquierdo, el 549 de los animales ovulé por
elovarioderechoyel 38% por elizquierdo. Losanimales microinyectados con

xilocaina en ambas bursas ovaricas presentaron una ovulacién de casi el 50%
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por el ovario izquierdo y el 119 por el ovario derecho. Estos resultados
permiten sugerir que en animales con SOPQ, la microinyeccion unilateral o

bilateral de xilocaina revierte parcialmente la condicion de anovulacion.

Por otro lado, no se observaron cambios significativos en la dindmica
folicular cuando la xilocaina se aplicé de manera unilateral. Sin embargo,
cuando ambas bursas fueron microinyectadas con el anestésico se observo
que el ovario derecho es quien presenta un mayor numero de foliculos sanos,

lo que se acompaind de una disminucién en el nimero de quistes y prequistes.

En animales con o sin la patologia, la microinyeccion unilateral o bilateral de
xilocaina, resultd en un aumento en la concentracion de la testosterona, asi

como en la de estradiol, respecto a sus grupos control.

Tomados en conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que, el
adormecimiento de las sefiales neurales por la administracién unilateral o
bilateral del anestésico a nivel de bursa ovarica no disminuye
significativamente la hiperactividad simpatica que llega a la génada via el
NOS,y porlotanto larespuesta que se mandaal hipotdlamo através delnervio
vago no favorece el restablecimiento de los pulsos de secrecion de
gonadotropinas como se esperaba. Por 1o que, es probable que existan
mecanismos intrinsecos de los ovarios que estén regulando el mantenimiento

y persistencia del SOPQ, tal como la inervacion intrinseca de la génada.
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INTRODUCCION

Las funciones ovdricas se encuentran reguladas por una via endocrina y una
nerviosa (Tresguerres, 2003). La alteracién en cualquiera de estas vias puede
provocar el desarrollo de patologias, tales como el Sindrome de Ovario
Poliquistico (SOPQ).

E1 SOPQ se puede definir como una fisiopatologia que comunmente afecta a
mujeres en edad reproductiva (Moran, 2006), y que de manera clinica
desarrolla un diverso cuadro de sintomas y signos; los cuales abarcan desde
presentar un hiperandrogenismo clinico o bioquimico, disfuncién ovérica
(oligo-anovulacién) y la presencia de ovarios poliquisticos (Checa y col.,
2007).

Elorigen deesta condicién ain esun debate, debido a la variedad de fenotipos
que presentan. Sin embargo, en la busqueda de establecer un modelo que
pueda explicar la etiologia del sindrome se han utilizado diversos modelos
experimentales, que han permitido plantear algunas hipdtesis sobre su
etiologia. Una de ellas se atribuye a la alteracion a nivel hipotaldmico, en la
frecuencia de los pulsos de secrecidon de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), lo cual a nivel ovarico resulta en una mayor
liberacion de hormona luteinizante (LH), sin modificar la secrecién de la
hormona foliculo estimulante (FSH), provocando una disociacion en la
relacion de estas dos hormonas y en consecuencia, el establecimiento del
hiperandrogenismo, oligo-anovulacion y presencia de quistes en los ovarios
(Moran, 20086).

Otra de las hipdtesis que se plantea, se encuentra relacionada con la
inervacién y la hiperactividad de las fibras noradrenérgicas que llegan al
ovario via el nervio ovarico superior (NOS) (Lara y col., 2000). La seccién
bilateral del NOS disminuye la concentracién de noradrenalina (NA) ovarica,

lo que resulta en el restablecimiento de la ovulacion y en la normalizacién de




las concentraciones séricas de hormonas esteroides (Barria y col., 1993). Sin
embargo, Morales- Ledesma y colaboradores (2010) mostraron que cuando se
realiza la seccion unilateral del NOS, solo ovula el ovario inervado. Mientras
que, la seccion unilateral o bilateral del nervio vago en animales con SOPQ,
resulta en el restablecimiento de la ovulacion por ambos ovarios, lo que
permite sugerir que la hiperactividad simpaticano eslaunica viaresponsable

del desarrollo y mantenimiento de la fisiopatologia (Linaresy col., 2013).

Por otro lado, Dominguez y colaboradores en 1991 mostraron que la xilocaina,
un anestésicolocal, cuandoesinyectadaen labursaovaricaizquierdaderatas
adultas ciclicas provoca una disminucion en el nimero de ovocitos liberados.
Por lo que, los autores sugieren que la xilocaina adormece las sefiales que la

gonada pudiera enviar o recibir del sistema nervioso central (SNC).

Conbase en lo anterior, en el presente estudio se decidid evaluar en el animal
con SOPQ, el efecto de la microinyeccién de xilocaina como un bloqueador de
las sefiales nerviosas que envia y recibe la génada via el NOS y el nervio vago,

sobre la respuesta ovulatoria y el mantenimiento del SOPQ.




ANTECEDENTES

% El Ovario

Los ovarios (Figura 1) son dos cuerpos con forma de almendra. En la mujer
después de la pubertad miden aproximadamente 3 cm de largo, 1.5 cm de
anchoylcmdeespesor (Ross & Pawlina, 2015) y pesan alrededor de 15 gramos
(Treguerres, 2005). Se encuentran alojados en la pelvis, fijados a la superficie
posterior del ligamento ancho por medio de un pliegue peritoneal

denominado mesoovario (Eynard y col., 2008).

Istmo de la mesosalpinx Ampolla de la
trompa uterina trompa uterina

S ' Arteria ovarica
! ) Ligamento

suspensorio
del ovario

Franjas (fimbrias)
Mesoovario

Ovario

Ligamento del ovario

Mesometrio
Perimetrio
Arteria uterina
Endometrio
Miometrio

Pliegues de la mucosa

Figura 1. Esquema que muestra las estructuras que fijan a los ovarios
(Tomada y modificada de Ross & Pawlina., 2015)




En la rata adulta, los ovarios tienen un peso aproximado de 30 mg cada unoy

miden 4.35 mm de ancho, 5.5 mm de largo y 1.6 mm de grosor (Ramirez, 2011).

Despuésdel quinto mes de vida fetal, en el ovario humano (Figura 2) se pueden
observar tres regiones perfectamente estructuradas (Tresguerres, 2005):

1. Corteza: Es la zona externa del ovario que contiene foliculos ovaricos en
diferentes etapas de desarrollo y estd compuesta por una red de tejido
conjuntivo, llamada estroma o también conocida como compartimiento
intersticial (Garther y Hiatt, 2007).

2. Médula: Es un tejido conjuntivo que contiene vasos sanguineos, vasos
linfaticos, fibras nerviosas, asi como células intersticiales e hiliares
(Eynardy col., 2008).

3. Hilio: Atravésde ésteingresan nervios, vasos sanguineos, linfocitos, tejido
conectivo de sostén y algunas células esteroidogénicas denominadas

células hiliares (Tresguerres, 2005).

Las funciones ovdricas son la produccién de évulos y la secrecién de
hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) y peptidicas

(activina, inhibina y folistatina) (Tresguerres, 2005).

l Corteza '

Figura 2. Esquema de un ovario de mujer sefialando las 3 regiones principales que lo integran (modificado de
Grther y Hiatt, 2007)




<+ Desarrollo Folicular

La foliculogénesis es el proceso por el cual un foliculo primordial se
desarrolla hasta llegar a ser un foliculo preovulatorio (Figura 7) por accién de
las gonadotropinas y por estimulo de la informacion nerviosa que llega al
ovario (Dominguezy col., 1991; Tresguerres, 2003).

En la mujer, el desarrollo folicular comienza a partir del tercer mes de
gestacion y para el nacimiento hay aproximadamente dos millones de
foliculos primordiales, algunos de los cuales se desarrollardn a lo largo de su
vida reproductiva (Sotomayor y col.,, 2008). Gran parte de los foliculos
primordiales sufre un proceso de atrofia, de tal forma que solamente unos
400,000 gametos estdn presentes en la pubertad. De éstos, solamente
alrededor de 400 van a tener la oportunidad de madurar completamente y
pasar a las trompas de Falopio y al utero, donde podrian ser fecundables,
mientras que el resto experimentard un proceso de atresia (Tresguerres,
2003). En el caso de la rata, la foliculogénesis inicia 24 horas después del
nacimiento y el crecimiento del foliculo dura 19 dias, desde que pasa de un
foliculo primordial hasta un foliculo preovulatorio, el cual contiene un
ovocito listo para ser ovulado (Hall, 2014). El crecimiento inicial de los
foliculos primordiales es independiente de la estimulacién por
gonadotropinas; quienesinician la estimulacién del crecimiento folicular son
el factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) y el factor ligando c-
Kit (KL).

Para su estudio, los foliculos se clasifican de acuerdo con su tamafio y

caracteristicas morfoldgicas en (Ross y Pawlia,2015):

> Foliculo primordial: presentan un tamafo que va de los 30 a las 60 um de
didmetro, estan conformados por un ovocito primario diploide, con un

didmetro de 9 a 25 um, el cual se encuentra detenido en la etapa de




diploteno de la profase de la meiosis I (Carabatsos y col., 2002; Gartnery
Hiatt, 2007) y rodeado por una capa de células aplanadas foliculares
llamadas células pregranulosas (Figura 3) (Yen, 2001), donde se hace
visible una ldmina basal (Berney Levy, 2006). Aquellos ovocitos que no se
asocian con células somdticas para formar foliculos primordiales
degeneran y mueren por un proceso de muerte celular programada,

llamado apoptosis (Dominguezy col., 1991).

Oocito

Células foliculares, Mitocondria

Lamina basal

" ]

P u 23 ‘?‘Tg’ \—Qja
RER R ‘

Células de J
la estroma~__ |

% %;49
Cuerpo fl ft i}éﬁ

Laminillas
anulares

Figura 3. FOLICULO PRIMORDIAL a) Diagrama esquematico de un foliculo primordial. B) fotomicrografia de los
foliculos primordiales muestra los oocitos rodeados por una capa simple de células foliculares aplanadas (FC). A
menudo, el nucleo (N) del ovocito se encuentra en una posicion excéntrica. Se sefialan dos oocitos en los cuales el
nucleo no esta incluido en el plano de corte (X). En forma similar, hay dos foliculos (flechas) que se cortaron
tangencialmente y por ello solo se ven las células foliculares y no el ovocito que ha quedado en otro plano. 640 X.
(tomadas y modificadas de Ross & Pawlina., 2015)

> Foliculo primario: cuando las células foliculares se tornan cubicas el
foliculo recibe el nombre de foliculo primario (Figura 4). Estos foliculos
tienen un didmetro de 100 a 120 um (Valencia, 2002) y el ovocito primario
crece hasta unos 60 um de didmetro con un nucleo grande, denominado
vesicula germinal (Gartner y Hiatt, 2007), presentan células foliculares
cuboidales formando de 2 a 6 estratos celulares, que reciben el nombre de
células de la granulosa. A medida que el ovocito crece, secreta proteinas
especificas que se ensamblan en una cubierta extracelular denominada

zona pelicida (Ross & Pawlina, 2015).

10
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A medida que las células de la granulosa proliferan, las células del estroma

perifolicular forman una capa de células de tejido conjuntivo, la cual en

etapas subsecuentes del desarrollo folicular comenzara a dar origen a la teca

folicular, la cual inicialmente se observa con pOCO espesor, pero que

progresivamente se dividira en una teca interna y en una teca externa) justo

por fuera de laldmina basal.

pelicida en

Células foliculares

Células de la estroma

Membrana

formaciéon

Léamina basal

Figura 4. FOLICULO PRIMARIO a) Diagrama esquematico de un foliculo primario. B) Fotomicrografia de un
foliculo primario. Donde pueden observarse multiples capas de células de la granulosa (GC) que rodean el
ovocito primario. La membrana pellcida (ZP) esta presente entre el ovocito y las células foliculares. 640 X
(Tomada y modificada de Ross & Pawlina., 2015)

> Foliculo secundario: Para este punto, el foliculo presenta un didmetro

aproximado de 200 um, un estrato compuesto de 6 a 12 capas de células de
la granulosa y multiples espacios entre ellas, llamados cuerpos de Call-
Exner, que al fusionarse formaran el antro folicular (Figura 5), el cual
contiene progesterona, estradiol, inhibina, folistatina y activina, entre

otras hormonas (Dominguezy col., 1991; Ross & Pawlina, 2015).

Es en este tipo de foliculo donde las células de la teca folicular se diferencian

en dostipos:

Células de la teca interna, se sitilan cercanas a la pared del foliculo, son
células muy vascularizadas y secretoras de andrégenos, incluyendo la
androstenediona y la testosterona, bajo la influencia de la LH. Las células

de la teca interna con diferenciacion completa poseen caracteristicas

——
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ultraestructurales tipicas de células productoras de esteroides, poseen
una gran cantidad de receptores de hormona luteinizante (LH). En
respuesta a la estimulacién por LH, estas células sintetizan y secretan los
andrdégenos que son los precursores de los estrégenos. Ademads de las
células secretoras, la teca interna contiene fibroblastos, haces de fibras
coldgenas y una red extensa de vasos pequeilos tipica de los érganos
endocrinos.

v/ Células de la teca externa, es la capa maés externa de células de tejido
conjuntivo. Contiene sobre todo células de musculo liso y haces de fibras
de coldgeno. A diferencia de lo observado entre la capa de células de la
granulosa y las células de la teca, donde la membrana basal establece un
limite bien definido entre ambos estratos. Los limites entre la capa de la

teca externa e interna no estan bien delimitados.

Una vez que el ovocito alcanza un didmetro de 125 mm detiene su crecimiento
(Ross & Pawlina, 2015) y comienza a ser rodeado por un grupo pequeiio de
células de la granulosa que se proyectan de la pared folicular al antro lleno de

liquido. Su estructura se denomina cumulo o6foro (Gartner & Hiatt, 2008).

Teca externa

) Vaso sanguinec
Teca intema

Células de la
teca interna

Células de
la granulosa

Lamina basal

Cuerpo de
Call- Exner

Membrana
pelucida

Lamina basal Celulas de
la granulosa

Vasos sanguineos




Figura 5. FOLICULO SECUNDARIO a) Diagrama esquematico de un foliculo secundario. B) Fotomicrografia de un
foliculo secundario. Dentro del estrato granuloso (GC) es visible el antro (A), lleno de liquido folicular. Por fuera de
la lamina basal del foliculo secundario se pueden observar multiples capas de células de la teca interna (Tl) y de
células de la teca externa (TE). 85X (Tomada y modificada de Ross & Pawlina., 2015)

> Foliculo terciario, preovulatorio o De Graaf: presenta un didmetro
mayor de 500 um (Figura 6), que en el momento de la ovulacién alcanza de
18 a 25 mm, por lo que sobresalen en la superficie del ovario (Ross y
Pawlina, 2016). En la rata, estos foliculos alcanzan un tamaifio superior alas
500 um (Peluso y co0l.,1976), el compartimento tecal se diferencia
claramente en una teca externa y una teca interna, ademas se observa al
ovocito rodeado por células de la granulosa que forman la corona radiada,
el cumulo odforo y células murales, que se encuentran delimitando la

pared del antro folicular (Diaz y col., 2007; Gartner y Hiatt, 2007).

Lamina basal Teca Teca Celulas de la granulosa
extemna interna

Células que formaran la corona
radiante después de la ovulacion
I 0 e 5,0 S

Antro lleno
de liquido
folicular

Cumulo ovoforo
Figura 6. FOLICULO TERCIARIO a) Diagrama esquemaético de un foliculo terciario. B) . Fotomicrografia de un
foliculo terciario maduro. Nétese el gran antro (A) lleno de liquido y el cumulo odforo (CO) que contiene al
ovocito. Las células restantes que rodean la luz del antro forman la membrana granulosa (el estrato granuloso,
SG). La superficie del ovario es visible sobre la derecha. Se debe notar la presencia de dos foliculos primarios
(arriba, a la derecha). Tl, teca interna. 45X (Tomada y modificada de Ross & Pawlina., 2015)

Poco antes de la ovulacion, el ovocito y el cumulo o6foro son desplazados
hacia una posiciéon excéntrica de la cavidad folicular. Durante el proceso de
ovulacidn, este complejo es expulsado (Goldfien y Monroe, 2000) junto con la
corona radiada a la cavidad abdominal, donde serd captado por las fimbrias

delatrompa ipsilateral y transportado al interior del utero, donde puede o no
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ser fecundado. En el caso de la rata, la ovulacién se produce 10 a 14 horas
después de la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas (Espey, 1999).
Unas horas antes, enlazona donde se produce la ruptura del foliculo se pierde
la tinica albuginea y degeneran las células de teca y de la granulosa.
Disminuye la sintesis de andrdégenos y aumenta la de progesterona. Cuatro a
seishoras posteriores alinicio del proceso ovulatorio, los foliculos comienzan
a enrojecer, los capilares internos se dilatan y hay hiperemia en el tejido. El
dpice del foliculo maduro sobresale por encima de la superficie ovarica, el
cual comienza a sertrasliucidoy balonado. La pared folicular gradualmente se
adelgaza por degradacion de las fibras coldgenas, inducida por la
fibrinolisina sintetizada por las células de la granulosa, que es activada por el
plasmindgeno, producto de las células de la granulosa (Dominguez y col.,

1991).

Foliculo secundario
Foliculo atrésico

. Foliculo maduro

Foliculo primario avanzado Foliculo cercano a la madurez
Foliculo pnirrr:iac?;)I Foliculo atrésico
Foliculo
primordial
/ o de de Graaf

{ \ o >
il S \
Oocito

Vasos

sangu lneos » =
Cuerpo v D
albicans

\ Oocito
expulsado
Cuerpo Iuteo
Foliculo roto

Cuerpo hemorragico

Mesoovario

Figura 7. Esquema que muestra el proceso de foliculogénesis en el ovario de mujer. (Tomada y modificada de
Ross & Pawlina., 2015)
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< Atresia

En el ovario existen diversos factores encargados de regular la apoptosis,
éstos varian dependiendo de la fase del desarrollo folicular ovarico (Floresy
col., 2005). En la actualidad, la apoptosis es considerada el mecanismo
principal de degeneracion celular durante el proceso de la atresia; ya que es
asociada con la falla en la produccién o activacion enzimas, las cuales se
encuentran participando en la remodelacién tisular del tejido ovdarico
(Garciaycol.,1997)

Aquellos foliculos que no son seleccionados como dominantes, asi como
aquellos dominantes que no sean ovulados, se eliminardn por atresia
(Hirshfield & Midgley, 1978) de manera natural es un proceso degenerativo,
paulatino e irreversible, que se extiende en todo el foliculo, con lo cual, éste
pierde suintegridad y funcionalidad (Chedrese, 2003; Sharma, 2000).

En la atresia destacan cambios morfolégicos e histoldgicos, como son: nicleos
picndticos y fragmentacién nuclear en las células de la granulosa,
desprendimiento de las células de la granulosa por la pérdida de la matriz
intercelular, desprendimiento del complejo cumulus-ovocito y en algunos
casos hipertrofia de las células de la teca (Sharma, 2000). Ademas, ocurren
procesos bioquimicos como la reduccion en la sintesis de ADN en célulasdela
granulosa (Greenwald.,1989; Rosales-Torresy col., 2000), pérdida de uniones
comunicantes, pérdida de receptores a gonadotropinas (Carson y col., 1979)
asi como la disminucidn en la sintesis y expresién de ARNm para aromatasas
y receptores a gonadotropinas (Tilly y col., 1992).

En la rata se ha propuesto una clasificacion de la atresia basandose en las
alteraciones que experimentan las capas de las células de la granulosa

(Byskov, 1974). Estas se ordenan en tres fases progresivas:

e FASE I: Cuando menos del 10% de células de la granulosa presentan

nucleos picndticos generalmente cerca del antro folicular, mientras que
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algunas de las células de la granulosa estdan todavia en mitosis (Byskov,
1974).

e FASE 2: En esta fase se observan entre el 10 y 30 % de células de la
granulosa con picnosis, muy pocas células en mitosis y restos celulares en
el antro folicular. La membrana basal pierde su integridad y los linfocitos
T se infiltran entre las capas de granulosas. En esta etapa tan avanzada de
la atresia, los foliculos no pueden ser rescatados y son destinados a
degenerar (Hirshfield, 1989).

e FASE 3: Existe una reduccion en el numero de células de la granulosa,
debido a una baja tasa de mitosis. La capa tecal estd hipertrofiada, y hay
poca presencia de células de la granulosa (Hsueh y col, 1994). La

membrana basal se separa y se fragmenta (Byskov, 1974).

»» Ovulacion

Es un proceso que consiste en la ruptura del foliculo preovulatorio y la
expulsiéon de un ovocito (Yen, 2001). Para ello, la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH) actian en conjunto. La FSH
estimula el crecimiento y maduracién del foliculo de Graaf, el cual ante el
estimulo de la LH expulsa al ovocito secundario detenido en la etapa de
diploteno de la metafase II de la meiosis II,acompafiado de células del cimulo

o6foroy la coronaradiada (Carabatsosy col., 2002).

El pico preovulatorio de LH desencadena una serie de eventos que culminan
con la ovulacién del foliculo los cuales son:

v' El ovocito reinicia la meiosis y las células foliculares de la granulosa se
luteinizan. Las células de la granulosa se diferencian a células luteas
grandes y las de la teca a células luteas pequeilas, capaces de producir
progesterona, lo cual ocurre por el incremento en la expresion de enzimas

que convierten el colesterol a progesterona (P450 ssc y 3B-HSD) y el
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decremento de las que participan en la produccién de estrdgenos
(P450arom) (Baoy Garverick, 1998).

v' Una vez que el foliculo se encuentra maduro, comienza a secretar
colagenasa, cuya funcién es disolver el coldgeno en el tejido conectivo que
mantiene unidas las células foliculares. Los productos de degradacién del
coldgeno provocan una reaccién inflamatoria que atrae leucocitos, que a
su vez secretan prostaglandinas en el foliculo. Las prostaglandinas
provocan contraccién de las células musculares lisas presentes en la teca
externas, y esto genera la ruptura de la pared folicular en su punto mas
débil. El liquido antral es expulsado junto con el évulo, que queda rodeado
por dos o tres capas de células de la granulosa (Guyton y Hall, 2011).

v Ademads de estimular la ruptura del foliculo, el “pico” de LH produce que
las células de la teca folicular migren hacia el interior del espacio antral,
donde se mezclan con las células que formaban la granulosa y rellenan la
cavidad. Después, ambos tipos de células se transforman en las células

lutéinicas del cuerpo luiteo.

Este proceso, que se denomina luteinizacion, comprende cambios
bioquimicosy morfoldgicos. Las células lutéinicas recién formadas acumulan
gotas de lipidos y grdnulos de glucdgeno en su citoplasma y empiezan a
secretar progesterona. La sintesis de estrdgenos disminuye (Silverthorn,
2008).

Tras la ovulaciéon, en principio, la hemorragia de los capilares en la teca
interna hacia la luz folicular lleva a la formacién del cuerpo hemorragico con
un coagulo central. El tejido conjuntivo desde el estroma invade entonces la
antigua cavidad folicular. Las células de la granulosa y de la teca interna
sufren un proceso de diferenciacion denominado luteinizacién. Las células
granulosas luteinicas (Ross & Pawlina, 2015) son células aumentadas en su
tamario, llenas de lipidos (ésteres de colesterol) (Berne y Levy, 2006) y las

células luteinicas de la teca (Ross & Pawlina., 2015) son células de menor
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tamano, con origen de la teca interna y estas secretan progesterona,
androégenos y estrogenos (Gartner y Hiatt, 2007).

El cuerpo hemorragico es convertido en una estructura temporal muy
vascularizada llamada cuerpo amarillo, que actia como una gladndula
endocrina (Gartner y Hiatt, 2007) ya que secreta progesterona y estrogenos.
Estas hormonas estimulan el crecimiento y la actividad secretora del
revestimiento del utero, el endometrio, para prepararlo para la implantacién
del cigoto en desarrollo en caso de que se produzca la fecundacién, por lo que
el cuerpo luteo se llamarad “cuerpo luteo de gestacidén”. Sin embargo, si esto no
ocurre, el cuerpo luteo permanece activo durante 14 dias y en este caso, se
llama “cuerpo liteo de la menstruacién” (Ross & Pawlina, 2015). En la rata la
vida funcional del cuerpo liteo se estima que es de 4 dias. En caso de que el
ovocito no sea fecundado el cuerpo luteo involuciona, y en el caso de la mujer
esreemplazado por una cicatriz avascular conocida como cuerpo de albicans
(Ross & Pawlina, 2015; Yen, 2001),

El mecanismo mediante el cual el cuerpo liuteo de la menstruacion sufre una
regresion no se comprende bien, pero se cree que es gracias a la liberacion de
prostaglandina PGF2a de las células de la granulosa luteinizadas y del utero,
como respuesta a una reduccién de las concentraciones de progesterona
durante la segunda semana de la fase lutéinicas. Varios factores paracrinos
(endotelina, proteina 1 quimiotdctica de los monocitos) producidos por las
células inmunitarias y vasculares, pueden influir en la muerte y eliminacién
de las células de la granulosa luteinizadas (Berne y Levy, 2006). El cuerpo
Iiteo se degenera y experimenta una lenta involucion después del embarazo o
la menstruacion, las células se llenan de lipidos, reducen su tamafio y
experimentan autolisis, convirtiéndose en una cicatriz blanquecina,
denominado cuerpo de albicans, que se hunde en la médula del ovario y se

absorbe lentamente (Ross & Pawlina, 2015; Yen, 2001).
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<+ Esteroidogénesis Ovarica

El precursor de la biosintesis de esteroides es el colesterol, el cual es obtenido
por las células esteroidogénicas a partir de 3 vias: 1) En forma de
lipoproteinas, que circulan en la sangre. 2) El que se sintetiza de novo dentro
del ovario a partir de acetil-coenzima A y 3) E1 que se libera de los ésteres del

colesterol almacenados en gotas lipidicas (Tresguerres, 2005).

En el ovario, el colesterol utilizado en la produccion de progesterona,
testosteronay estradiol es principalmente a partir delaslipoproteinas debaja
densidad (LDL) que viajan por via sanguinea. El foliculo ovarico presenta dos
tipos de estratos celulares, las células de la teca que cuentan con las enzimas
necesarias para la formacion de progesterona y androgenos, por estimulo de
la LH y las células de la granulosa, las cudles tomando como sustrato a los
andrdégenos producidos por las células de la teca sintetizan estrogenos por
accién de las aromatasas, cuya actividad es estimulada por la FSH (Miller y

Styne, 2001; Tresguerres, 2005).

La sintesis de hormonas esteroides inicia con la unién de la LH a sus
receptores especificos de membrana, los cuales se encuentran en las células
de lateca interna. Esta union estimula la sintesis intracelular de AMP-ciclico,
el cual activa a la proteincinasa A (PKA). En las génadas, asi como en las
glandulas suprarrenales, la respuesta aguda mediada por AMPc-PKA produce
la fosforilacién de proteinasinvolucradas en el transporte de colesterol hacia
la mitocondria (Gomez-Chang y col., 2012). En las células de teca, la union de
LH con sus receptores produce que, en la membrana externa de sus
mitocondrias se realice el ingreso del colesterol hacia la membrana interna
con ayuda de la proteina reguladora de la Esteroidogénesis aguda (StAR),

donde posteriormente serd transformado en pregnenolona a partir de

19

——
| —



hidroxilaciones en los carbonos 20 y 22 por accion del complejo enzimatico

P450scc (22-hidroxilasa; 20-hidroxilasa; 20,22-desmolasa) (Chang y col,

2012; Diaz, 2004)

Una vez sintetizada la pregnenolona pasa al reticulo endopldsmico liso,

donde se encuentran las enzimas que la metabolizan a través de dos rutas

(Figura 8):

1. Lavia A4:estarutasellevaacabo en el cuerpo luteo (Miller y Styne, 2001),
el primer paso es la sintesis de progesterona a partir de pregnenolona por
accién de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). Después la
17a-hidroxilasa la convierte en 17 a-OH-progesterona, que es convertida
finalmente en androstenediona por accién de la 17,20 liasa. La
androstenediona por efecto de la 17B3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(17B-HSD), es convertida en testosterona. Ambos andrdgenos
(androstenediona y testosterona) son precursores de los estrdogenos
sintetizados por las células de la granulosa (Diaz, 2004).

2. Lavia A5: se da principalmente en las células de la teca interna (Miller y
Styne, 2001). En esta ruta la pregnenolona es convertida en 17 a-OH-
pregnenolona por medio de la 17 oa-hidroxilasa, la cual forma parte del
complejo p450cl7. La 170-OH-pregnenolona es convertida en
dehidroepiandrosterona (DHEA) por efecto de la17,20 liasa. La DHEA por
accion de la 3B-HSD, es convertida en androstenediona, la cual por efecto
de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) es metabolizada a
testosterona (Sanchez Criado, 1999). La 173-HSD también convertird la

estrona a estradiol (Diaz, 2004).

Una vez que se obtiene androstendiona o bien testosterona, secretadas por las
células de la teca interna (Ganong, 2001); el siguiente paso es la sintesis de
estrégenos, la cual se lleva a cabo en las células de la granulosa, por estimulo

de la FSH (Tresguerres y Castillo, 2005; Yen, 2001).
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La enzima citocromo P450 aromatasa cataliza la insaturacién vy
aromatizacion del anillo A y produce estrona a partir de la androstenediona.
Por otro lado, la enzima 17 B-OH-esteroide deshidrogenasa convierte la

androstendiona a testosterona y la estrona en 17 3-estradiol (Smith, 1999).

Los andrdégenos son secretados hacia la vena ovdrica y a las células de la
granulosa, donde la mayor parte de los andrdgenos pasan por una
biotransformacién por accién de las aromatasas, dando como resultado

estrona y estradiol (Tresguerres, 1999)
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Figura 8. Descripcion de la esteroidogénesis gonadal (Imagen tomada y modificada de Givens, J.R 1977)
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< Inervacion Ovarica

El ovario de los mamiferos recibe inervacion extrinseca densa de los nervios
simpdticos posganglionares, que se originan en el ganglio ovarico y en los
plexos celiacoyrenal (Burdeny col.,1985; Curryy col.,1985). Esta informacién
llega a la génada femenina a través del Nervio Ovarico Superior (NOS) y del
Nervio del plexo ovarico (NPO) (Dissen y Ojeda, 1999). Del mismo modo, el
ovario recibe informacion parasimpadtica a través del nervio vago (Burden y
col., 1983) (Figura 9).

Estos paquetes nerviosos, modulan lareactividad de los tres compartimientos
ovaricos (folicular, luteal e intersticial) a las seflales hormonales (Dominguez
y Cruz-Morales, 2011).

El NOS, forma parte de la informacién de tipo simpadtica, cuyas fibras se
originan en los segmentos T11 a L4 de la médula espinal y hacen sinapsis en el
ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) (Dissen y Ojeda, 1999). Las
fibras postganglionares que viajan a través de este nervio contienen
noradrenalina (NA) principalmente, un neurotransmisor que en el ovario
(Lara y col, 2002) estimula la esteroidogénesis (Aguado y col., 1986;
Hernandezy col., 1988), el desarrollo folicular y la ovulacidn; via la activacién
de los adrenoreceptores a y B (Venegas y col., 2019). Ademas de la NA, por el
NOS viajan neurotransmisores como: el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y
neuropéptido Y (NPY) (Greinery col., 2005). Este nervio llega principalmente
a la glandula intersticial y a las células de la teca interna de los foliculos
(Burden y col., 1985), sin embargo, las fibras no entran en las células de la
granulosa ni en el cuerpo luteo (Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai y col., 2000).

También inervan el Utero y el oviducto.

E1 NPO, viaja junto con la vena y la arteria ovarica e inerva predominante la
vasculatura ovarica (Dissen y Ojeda, 1999; Lara y col., 2002). Esta constituido

por fibras sensoriales que transportan neurotransmisores como sustancia P
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(SP), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), asi como por
fibras simpdticas que transportan NPY y NA. Las fibras sensoriales derivan de
los ganglios de la raiz dorsal de los segmentos toracico inferior T9-T11 y
lumbar superior L2-L4. Las fibras simpdticas provienen del GCMS (Dissen y
Ojeda, 1999; Gerendaiy col., 2005).

El nervio vago representa la inervacion parasimpdtica del ovario. Sin
embargo, laruta que siguen las fibras dentro de la génada es desconocida. Este
nervio transporta SP, CGRP, somatostatina, gastrina y principalmente

acetilcolina (Ach) (Klein y Burden, 1988).

Se plantea que estos nervios son parte de los que inervan la vasculatura
ovarica (Disseny Ojeda, 1999). Las fibras de este paquete nervioso derivan del
ganglio de laraiz dorsal de los segmentos T10 a L2, ademaés del ganglio nodoso

(Morales, 2015)

y
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Figura 9. Esquema que muestra la inervacion extrinseca que llega al ovario via nervio ovarico superior (NOS), nervio

del plexo ovarico (NPO) y nervio vago (NV). Tomado y modificado de Lawrence y Burden, 1980.
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Sindrome de Ovario Poliquistico

Elsindrome de ovario poliquistico (SOPQ) se puede definir como un desorden
endocrino (Franksy col., 1996) que afecta a mujeres en edad reproductivay se
considera una de las principales causas de infertilidad femenina.
Dependiendo del consenso utilizado, la prevalencia y los criterios para
diagnosticar a una mujer con SOPQ pueden variar.

En 1990, los Institutos Nacionales de la Salud (NIH, por sus siglas en inglés), 1o
definieron como la “presencia de hiperandrogenismo asociado a anovulacién
crénica sin otra causa especifica de enfermedad adrenal o hipofisiaria que
curse con irregularidades menstruales o exceso de andrdgenos”, sin
considerar el aspecto morfolégico de los ovarios; sefialando que la
prevalencia del SOPQ a nivel mundial es del 4 al 7 %. Posteriormente, la
Sociedad Europea de Reproduccion y Embriologia (ESHRE) y la Sociedad
Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) en Rotterdam (2003),
proponen una nueva definicidon del sindrome y consideran que para su
diagndstico las mujeres deben presentar por lo menos 2 de los siguientes tres
criterios: oligovulacién y/o anovulacién, hiperandrogenismo clinico y/o
bioquimico e incorpord la presencia de morfologia de ovarios poliquisticos a
través de la ultrasonografia, sefialando una prevalencia del 15 al 189 de las
mujeres en edad reproductiva.

En el 2007, un panel de expertos de la Sociedad de Exceso de Andrdgenos
(AES), establecen una prevalencia del 3 al 7% y recomienda que en el
diagndstico del SOPQ se deba considerar al hiperandrogenismo como un
criterio predominante en el diagndstico del sindrome. También propuso que
los criterios de diagndstico de los NIH deben incluirse al momento de

diagnosticar una mujer con la patologia (Goodarziy col., 2011; Moréan, 2006).

Enlaactualidad, loscriterios que se aplican paradiagnosticar auna mujer con

la patologia dependen del lugar donde sea atendida. Sin embargo, el que
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establece la Sociedad de Exceso de Andrdgenos (AES) es el mas aplicado.
Donde estas mujeres se caracterizan principalmente por presentar
hiperandrogenismo acompafnado onode:
1) Unadisfuncion menstrual (oligo-anovulacién)
2) Presencia de ovarios poliquisticos (de 12 o més foliculosde 2 a9 mm de
didmetro y volumen ovarico superior a 10 cm3) (Azziz y col., 2006; Checa,

2007; Dunaif, 1997).

Esta fisiopatologia también se asocia con trastornos metabdlicos, tal como la
resistencia a la insulina, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, problemas
cardiovasculares (Goodarziy col., 2011; Lobo y Carmina, 2000); asi como con
cdncer de ovario (Dumesic y Lobo, 2013; Lobo y Carmina, 2000) y depresién

(Hollindrake y col., 2007).

A pesar de que se han descrito las caracteristicas clinicas del SOPQ, se

desconoce su etiologia, sin embargo, se tienen algunas hipdtesis:

1. Alteracién de los pulsos de secrecion de GnRH: Se sabe que en una mujer
sana la frecuencia del pulso de GnRH se da uno cada 90min. Sin embargo, en
mujeres con el sindrome se presenta uno cada 60 minutos (Waldstreicher y
col., 1988). Este incremento en la frecuencia resulta en un exceso de
secrecion de LH causando que las células de la teca “sobre estimuladas”
comiencen a producir mas andrdégenos. Por otro lado, la secrecion de FSH se
observa disminuida, produciendo una alteracion en la aromatizacion de los
andrégenos a estrogenos en las células de la granulosa, en el
desarrollo/maduracion folicular y en la liberacion de progesterona litea
conduciendo a un hiperandrogenismo sostenido y disfuncién ovulatoria

(Bremer, 2010; Dumesic y col., 2012).
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2. Hiperactividad Simpatica: Estudios realizados en mujeres con SOPQ,
muestran la presencia de una alta densidad de fibras nerviosas

catecolaminérgicas a nivel ovarico (Heider y Pedal, 2001).

Roedores inyectados con valerato estradiol (VE), un estrogeno de larga
actividad provoca el desarrollo de caracteristicas similares a las de la mujer
con el SOPQ. Se ha mostrado que el VE incrementa a nivel ovérico la
expresion del Factor de Crecimiento Neural (NGF) y su receptor de baja
afinidad el p-75. Launién de este receptor con el NGF en la terminal del NOS
provoca, a nivel del GCMS, el aumento en la actividad de la Tirosina
Hidroxilasa (TH). Esta enzima es limitante en la sintesis de catecolaminas
porloqueal aumentar suactividad se produce un incremento en la secrecion
NA ovérica.La NA al llegar ala génada via el NOS resulta en el desarrollo del
SOPQ dado posiblemente por el aumento en la secrecion de andrdgenos, 1o
que favorecerd la presencia de prequistes y quistes, ademds de la oligo-

anovulacién (Laray col., 2000).

En ratas tratadas con VE, la eliminacién del aporte noradrenérgico mediante
la seccion bilateral del NOS restaura la ovulacion (Laray col., 1993), mientras
que la seccidon unilateral del mismo nervio, en el mismo modelo animal,
restauralaovulacion principalmente en el ovarioinervado a pesar de las altas
concentraciones de NA observadas en el ovario inervado de estos animales
(Morales-Ledesma y col.,, 2010). Por otro lado, la eliminacién del aporte
parasimpatico por la seccion unilateral o bilateral del nervio vago en ratas
con SOPQ resultd en el restablecimiento de la ovulacién en ambos ovarios
(Linares y col., 2013), lo cual se acompafnd con una disminucién en la
concentracién de NA anivel del ganglio celiaco mesentérico superior (Linares
y col., 2017). Con estas evidencias se concluye que la inervacion simpadtica y

vagal tiene un efecto estimulante en el desarrollo del SOPQ.
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Xilocaina

La xilocaina o también llamada lidocaina es un anestésico local amidico de
accién inmediata (1 a 3 minutos) y duracién de efecto intermedio (60 a 180
minutos). Impide la generacién y la conduccién del impulso nervioso. El
bloqueo de la conduccién nerviosa aparece en las fibras delgadas
(propioceptivas y nociceptivas) antes que en las més gruesas (tactiles y
motoras). Su sitio de accién es la membrana celular, en donde altera en forma
reversible los flujos iénicos y disminuye la permeabilidad a los iones de sodio,
accion que estabiliza la membrana e inhibe su despolarizacién, y en
consecuencia el bloqueo de la conduccién nerviosa (Rodriguez, 2005).
Ademds de bloquear la conduccién en los axones nerviosos en el sistema
nervioso periférico, la lidocaina tiene efectos importantes sobre el sistema
nervioso central y el sistema cardiovascular (Cardonay col., 2003).

Se absorbe bien a través de las mucosas y de los sitios de depdsito, y su
velocidad de absorcién depende del sitio y via de administracion, y de la dosis
aplicada. Se distribuye rdpido en el organismo y se une moderadamente a las
proteinas plasmadticas. Se desalquila en el higado hasta convertirse en
monoetilglicina y xilidina, metabolitos activos que se convierten en 4-hidroxi-
2,6,dimetilanilina y se excreta en la orina conjugada con sulfato (Cardona y

col., 2003; Rodriguez y col., 2005).
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Bursa Ovarica

En muchas hembras de la clase mammalia, los ovarios se encuentran

envueltos por un saco membranoso llamado bursa ovarica (Kirbas y col.,

2020; Martiny col., 1981). En los roedores, la bursa es un pliegue del peritoneo

que envuelve al ovario (Botella, 2005).

Esta estructura se encuentra constituida por tres capas (Martin y col., 1981):

1. Lacapainternalacual estd formada por epitelio discontinuo que da hacia
el ovario.

2. La capa intermedia formada por tejido conjuntivo que contiene
fibroblastos, bloques de células de musculo liso y vasos sanguineos.

3. La capa externa formada por epitelio continuo que se encuentra en

contacto con la cavidad peritoneal.

La bursa ovarica es quien le proporciona al ovario el microambiente ideal
para el mantenimiento de los ovocitos (Beck, 1972). Ademads, permite el
intercambio de sustancias entre las células musculares lisas y los vasos
sanguineos ubicados dentro de la bursa y a suvez impide la salida del liquido

hacia el peritoneo (Martin y col., 1981).

28

——
| —



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

E1 SOPQ es un trastorno endocrino, que afecta del 6 al 109 de las mujeres en
edad reproductiva. Se caracteriza por la presencia de quistes ovdaricos,
anovulacién y por la alteracién en la producciéon y metabolismo de los

andrdégenos, 1o que resulta en hiperandrogenismo.

Se ha mostrado que en roedores la inyeccién de VE produce un cuadro clinico
semejante al observado en la mujer, el cual incluye hiperandrogenismo,

anovulacién y estructuras quisticas.

En ratas con SOPQ, la seccion bilateral del NOS asi como la del nervio vago
resulta en elrestablecimiento de larespuesta ovulatoria. Estasevidenciashan
permitido sugerir que la informacién nerviosa que recibe el ovario via el NOS

y el nervio vago regulan su persistencia.

Dominguez y colaboradores (1998), mostraron que la microinyeccion de
solucion salina en el ovario derecho y de xilocaina (anestésico) en el ovario
izquierdo, resulta en la disminucién en el nimero de ovocitos liberados por
ambos ovarios, 1o que sugiere un bloqueo en la sefial nerviosa que regula la

funcidén ovarica.

Con base en los antecedentes anteriormente sefalados, el objetivo del
presente estudio fue analizar si en ratas con SOPQ el “adormecimiento” de la
sefial neural por la microinyeccion de xilocaina a nivel de la bursa ovdrica, es
capaz de restablecer las seflales hipotaldmicas que regulan la funcién

ovdarica, y conello, el restablecimiento de la ovulacion.
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HIPOTESIS

Dado que el desarrollo del SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, es
estimulado por la informacion nerviosa que llega al ovario via el NOS y el
nervio vago, si disminuimos la sefial que se genera en los ovarios y que va al
sistema nervioso central, por la microinyeccion de xilocaina en la bursa
ovdarica, entonces, el hipotalamo normalizard sus pulsos de secrecién lo que

resultard en la ovulacion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar en el animal con SOPQ el efecto del bloqueo de las sefiales nerviosas,
que viajan del ovario hacia el hipotdlamo por el nervio vago y del hipotdlamo

al ovario através del NOS, sobre el mantenimiento de la fisiopatologia.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar en animales con SOPQ, inducido por la inyeccién de VE, el efecto de

lamicroinyecciénunilateral o bilateral de xilocaina enlabursaovarica sobre:

e Porcentaje de animales ovulantes
e Numero de ovocitos liberados

e Dindmica folicular

e Morfologia ovdrica

e Concentracion de hormonas esteroides

e Pesodedrganos
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembra recién nacidas de la cepa CII-ZV, las cuales se
mantuvieron en condiciones controladas de iluminacién (14h de luz por 10 h
de oscuridad) y temperatura de 22+2°C. El dia de nacimiento se considerd
como el dia cero, las crias fueron sexadas y colocadas en camadas de seis
individuos por caja, cinco hembras y un macho, esto con la finalidad de evitar
alteraciones en la maduracion del sistema nervioso central (Salasy col.,1991).
Los animales tuvieron libre acceso alamadre y después del destete (24 diasde

vida) a comiday agua.

Los animales fueron asignados al azar a uno de los siguientes grupos

experimentales constituidos por 10 animales cada uno (Figura 10).

~u-

sacrificio
Cepa ClI-ZV® '
1 T T 1T 1T 1 1 1
1 P 1 1 1 1
Sexado Inyeccion Microinyecci estro
VEoVh 6n de ZOML de postcj_rugia
camadasde 6 (2mg/0.1 mL) Xilocaina
animalesx > Bursa
caja Izquierda

> Bursa Derecha
» Ambasbursas
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Grupos experimentales:

ST Vh VE
ST.XILO.BI Vh.XILO.BI VE.XILO.BI
ST.XILO.BD Vh.XILO.BD VE.XILO.BD
ST.XILO.AB Vh.XILO.AB VE.XILO.AB

Figura 10. Esquema que muestra el disefio experimental que se realizé en este estudio. ST: Sin tratamiento, Vh:

Vehiculo, VE; Valerato de Estradiol, XILO: Xilocaina, Bl: Bursa Izquierda, BD; Bursa Derecha, AB; Ambas Bursas

Induccion del SOPQ

Ratas de 10 dias de vida se inyectaron por via intramuscular con 2 mg de VE
(Sigma Chemical Co. St Louis Mo. USA) disuelto en 0.1 ml de aceite de sésamo
(Sigma Chemical Co, St Louis Mo. USA), que fungié como vehiculo (Vh). Como
grupos de comparacién se utilizaron animales inyectados con Vh o sin

tratamiento.

Al dia siguiente de la inyeccién del farmaco fueron revisadas diariamente
hasta el dia en que se observd apertura vaginal, a partir de este momento se
inicid la toma de frotis vaginal durante 2 ciclos completos, mismos que se

reanudaron ocho dias antes de que los animales cumplieran 60 dias de edad.

Microinyeccion de Xilocaina en la bursa ovarica

Animalesintactos o previamente inyectados alos 10 dias de edad con Vh o VE,
al cumplir 60 dias de edad fueron sometidos a la microinyeccidon en la bursa
ovarica izquierda, derecha o ambas bursas con 20uL de xilocaina (lidocaina

(20 mg 2-dieltilamine-2',20. 6'-acetoxilidide clorhidrate ml-1)) con 0.01 mg de
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adrenalina (Xylocaine) ml-1 (Astra Chemicals, Naucalpan, México). Para ello,
se realizé una incisiéon dorsolateral en la piel, musculo y peritoneo de
aproximadamente 2 cm de largo, a través de la cual se extrajo el ovario unido
al utero, se identificd la bursa ovarica y se procedié a microinyectar la
xilocaina, tras un minuto de espera se retird la aguja con cuidado, se colocd
una gota de pegamento quirurgico, se regresdé el ovario a la cavidad peritoneal
y posteriormente se suturo la herida. Este procedimiento se realizé de manera
unilateral, en el ovario izquierdo o derecho, o bilateral del animal. Todos los

animales fueron sacrificados al presentar un estro vaginal post-cirugia.

Autopsia

Los animales fueron pesados y sacrificados por decapitacion. Al momento de
la autopsia, se diseccionaron y pesaron: glandulas adrenales, Utero, ovarios,
bazo y timo. De los ovarios se removieron los oviductos y se buscé en ellos la
presencia de ovocitos in situ con ayuda de un microscopio estereoscopio

(Nikon, modelo SMZ Japdn).

Morfologia Ovarica y Dinamica Folicular

Una vez que los ovarios fueron obtenidos, se sometieron a un proceso de
fijaciéon en solucién de Bouin durante 24 horas, posteriormente se
deshidrataron en etanol al 70, 80, 96 y 100 9% v/v, y por ultimo en cloroformo;
inmediatamente después de la deshidratacion se incluyeron en paraplast
(Leica Biosystems, Richmond, USA). Se realizaron cortes histolégicos seriados
a 10 um, que fueron tenidos con hematoxilina-eosina y posteriormente

montados con entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
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Se realizd el andlisis de los cortes a 4, 20 y 40x con el fin de buscar y
contabilizar la presencia de prequistes y quistes foliculares, asi como cuerpos

Iuteos y foliculos en diferentes estadios de desarrollo.

Cuantificacion de Hormonas Esteroides

La cuantificacion de hormonas esteroides en suero se realizé por mediodeun
ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) en fase solida, basado
en el principio de unién competitiva (DRG Instruments GmbH, Germny).

La concentracién de progesterona y estradiol fue expresada en ng/ml, y la de
testosterona en pg/ml de suero. Los coeficientes de variaciéon intra e inter
ensayo fueron 6.7% 7y 7.9% (progesterona), 6.4% y 7.3% (testosterona) y 7.1%y

8.39% (estradiol).

Anadlisis Estadistico

Los resultados de la media + eem del peso corporal, y del peso relativo de
ovarios, utero, adrenales, bazo y timo; asi como la concentracion sérica de
hormonasesteroides, fueron analizados porla prueba de Andlisis de Varianza
Multifactorial de dos vias (ANDEVA de dos factores) seguida de la prueba de
Tukey-Kramer. El porcentaje de animales ovulantes se analizé por la prueba
exacta de Fisher para proporciones. El nimero de ovocitos liberados; asi
como la poblacién folicular fueron analizados por la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de Dunn. Todo el andlisis estadistico se realizd usando el
programa estadistico GraphPad Prism 8.3.0. Se consideraron
estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue

igual o menor a 0.05 (p<0.05).
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RESULTADOS

Efecto de la Microinyeccion Unilateral o Bilateral de
Xilocaina, Sobre las Funciones Ovaricas

+» Porcentaje de Animales Ovulantes

En los animales sin tratamiento previo, la microinyeccién de xilocaina en la
bursa ovdrica izquierda o derecha, no modificé el porcentaje de animales
ovulantes. Sin embargo, cuando ambas bursas fueron microinyectadas con el
anestésico, hay una tendencia a la disminucién que no llega a ser

estadisticamente significativa (Figura 11 A).

Enlosanimalescon Vhy microinyectados con el anestésico en la Bl se observd
una disminucion en el porcentaje de animales ovulantes por parte de ambos
ovarios conrespecto al grupo Vhtestigo, la cual no llegd a ser estadisticamente

significativa (Figura 11 B).

En el caso de los animales inyectados con VE se observo un bloqueo casi total
delaovulacidn, ya que solo 2 de 9 animales ovularon por el ovario izquierdoy
1de9porelovarioderecho.Encomparacion conlos animales inyectados solo
con VE, la microinyeccién de xilocaina en la bursa izquierda o derecha,
resultd en el 409 de animales ovulantes. Mientras que con la microinyeccién
bilateral de xilocaina ovularon el 57% de los animales por el ovario izquierdo

y sOlo el 149 por el ovario derecho (Figura 11 C).
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Figura 11. Porcentaje de animales Ovulantes por el ovario izquierdo o derecho de ratas hembra sin
tratamiento (ST), o inyectadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol (VE) y
sometidas a los 60 dias de edad a la microinyeccion en la bursa ovérica izquierda (Bl), derecha (BD) o

ambas (AB) con Xilocaina (XILO) y sacrificadas al estro vaginal post cirugia




s Numero de Ovocitos Liberados

En los grupos sin tratamiento, asi como en el grupo Vh la microinyeccion en la bursa
izquierda, derecha o en ambas bursas no modifico el numero de ovocito liberados por

el ovario izquierdo ni por parte del ovario derecho (Figura 12 Ay B).

De los 10 animales tratados con VE solo ovularon dos de ellos con una cuota ovulatoria
de 1y 3 ovocitos por el ovario izquierdo y 7 por la génada derecha. Sin embargo, en
los grupos sometidos a la microinyeccion unilateral izquierda con xilocaina se observé
un numero de ovocitos liberados similar a los grupos Vh. Por otro lado, en el grupo VE,
la microinyeccion de xilocaina en ambas bursas resulté en la liberacion en promedio de

3 ovocitos por el ovario izquierdo y 7 ovocitos por el ovario derecho (Figura 12 C).
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Numero de Ovocitos Liberados
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u Ovario Izquierdo D Ovario Derecho

Figura 12. Media + eem del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de ratas
hembra sin tratamiento (ST), o inyectadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol
(VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la microinyeccion en la bursa ovarica izquierda (Bl), derecha

(BD) o0 ambas (AB) con Xilocaina (XILO), sacrificadas al estro vaginal post cirugia.




«» Dinamica Folicular

En animales previamente tratados con VE, la microinyeccion bilateral de xilocaina
resulté en un menor numero de foliculos totales en el ovario izquierdo, respecto al grupo
microinyectado en la bursa izquierda. Mientras que, el ovario derecho mostro un mayor
numero de foliculos totales que su génada izquierda (Figura 13 A). Un efecto similar se

observo en el numero de foliculos sanos (Figura 13, B).

El nimero de foliculos atrésicos no se modifico por ninguno de los tratamientos (Figura
13 C).
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a < p 0.05 vs VE XILO AB (ovario izquierdo); b p<0.05 VE.XILO.BI (ovario izquierdo), Prueba

Kruskal-Wallis, seguida de Dunn

Figura 13. Media + eem del nimero de foliculos totales, sanos y atrésico en el ovario izquierdo o derecho

de ratas hembra inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a los 60

dias de edad a la microinyeccion en la bursa ovarica izquierda (Bl), derecha (BD) o ambas (AB) con

Xilocaina (XILO), sacrificadas al estro vaginal post cirugia.
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En los grupos VE, la microinyeccién bilateral de xilocaina resulta en la
disminucién en el numero de prequistes, con respecto a los animales
inyectados solo con VE; sin embargo, esta disminucion, no fue
estadisticamente significativa (Figura 14A). Un resultado similar fue

observado en el nimero de quistes (Figura 14B).

PREQUISTE
A 20 1
g‘lﬁ- T
Sl L1
3 N N |
0 . : i bl
VE VEXILOBI  VEXILOBD  VEXILOAB
QUISTE
B 2 -
15
£10 :
= T '|'
5 + T _ T
T B b
VE

VEXILO.BI VEXILO.BD VEXILO.AB

u Ovario Izquierdo I_I Ovario Derecho

Figura 14. Media + eem del numero de prequistes y quistes en el ovario izquierdo o derecho de ratas
hembra inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de
edad a la microinyeccion en la bursa ovérica izquierda (Bl), derecha (BD) o ambas (AB) con Xilocaina

(XILO), sacrificadas al estro vaginal post cirugia.
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De los tres grupos de foliculos que clasificamos, en este estudio se observé un

mayor numero de foliculos pequefios que medianos o grandes.

Enlosanimales microinyectados con xilocaina en ambasbursas, el nimerode
foliculos pequefios y grandes fue mayor en la géonada derecha que en la

izquierda (Figura 15 A).

El comportamiento de la dindmica folicular mostrd que en los grupos VE y
microinyectados con xilocaina en la bursa del ovario izquierdo o derecho,
resulta en un menor numero de foliculos medianos y grandes, respecto al
grupo VE. Un comportamiento similar se observéenlagénadaizquierdadelos
animales VE microinyectados con xilocaina en ambas bursas, mientras que, el

ovario derecho mantuvo un nimero mayor de estos foliculos (Figura 15 A, B).
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Figura 15. Media + eem del nimero de foliculos pequefios, medianos y grandes en el ovario izquierdo o
derecho de ratas hembra inyectadas a los 10 dias de edad con Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a
los 60 dias de edad a la microinyeccion con Xilocaina (XILO) en la bursa ovarica izquierda (Bl), derecha
(BD) o en ambas (AB) y sacrificadas al estro vaginal post cirugia.
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% Histologia Ovarica

En el grupo que fue tratado con VE, se observé una poblacién dominante de
estructuras quisticas y prequisticas, acompafiado de un desarrollo folicular
escaso (Cuadro 1. A)

Cuando los animales tratados con VE fueron microinyectados
posteriormente en la bursa izquierda o derecha con xilocaina continuaron
presentando quistes y prequistes (Cuadro 1. By C). Sin embargo, el grupo que
recibié la microinyeccion de xilocaina en ambas génadas mostrdé una mayor
presenciade foliculos y una disminucién en el nimero de quistes y prequistes

(Cuadrol.D).
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| OVARIO IZQUIERDO | OVARIO DERECHO

A) VE

B) VE.XILO.BI

C) VE.XILO.BD

D) VE.XILO.AB

Cuadro 1. Fotomicrografias a un aumento de 40x de ovario de ratas hembra inyectadas a los 10 dias
de edad con (A) Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la microinyeccion con
Xilocaina (XILO) en (B) la bursa ovérica izquierda (Bl), (C) derecha (BD) o (D) ambas (AB) y
sacrificadas al estro vaginal post cirugia. Cortes tefiidos con H-E, donde F: foliculo, FA: foliculo
atrésico, PQ: Prequiste y Q: Quiste.
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*» Concentracion de Hormonas Esteroides

En animales sin tratamiento farmacolégico previo o en aquellos inyectados
con Vh, la microinyeccién de xilocaina no modificd la concentracién de
progesterona. En animales inyectados con VE la microinyeccién unilateral o
bilateral de xilocaina resulté en una menor concentracion de la hormona,
respecto al grupo VE control (Figura 16 A).

La microinyeccion unilateral o bilateral de xilocaina, en animales sin
tratamiento o inyectados con Vh o VE, resultd en una mayor concentracion de
testosterona, en comparacion con susrespectivos grupos control (Figura 16 B).
La concentracién de estradiol no se modificé de manera significativa por

ninguno de los procedimientos experimentales (Figura 16 C).
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a p<0.05 vs VE control; b p<0.05 vs ST control; ¢ p<0.05 vs Vh control. Prueba de ANDEVA,
seguida de la prueba de Tukey-Kramer

Figura 16. Media + eem de la concentracion de Progesterona (ng/mL), Testosterona (pg/mL) y Estradiol
(pg/mL) en ratas sin tratamiento o inyectadas a los 10 dias de edad con valerato de estradiol (VE) o
aceite de sésamo (Vh) y sometidas a los 60 dias de edad a la microinyeccion con Xilocaina (XILO) en la

bursa ovarica izquierda (Bl), derecha (BD) o en ambas (AB) y sacrificadas al estro vaginal post cirugia.
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s Pesode Organos

No se observaron cambios en cuanto al peso corporal, el peso del utero, en
ninguno de los grupos experimentales.

El grupo sin tratamiento y microinyectado con xilocaina en la bursa derecha,
dio como resultadoun aumento en la masa ovarica, respecto a su grupo testigo.
Por otro lado, la inyeccion de VE resulté en una menor masa ovarica en

comparacion con los animales inyectados sélo con Vh (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media + eem del peso corporal y del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la masa
ovarica, peso del utero y masa adrenal de ratas hembra sin tratamiento (ST), o inyectadas a los 10 dias
de edad con vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la
microinyeccion en la bursa ovarica izquierda (Bl), derecha (BD) o ambas (AB) con Xilocaina (XILO),
sacrificadas al estro vaginal post cirugia.

Grupo Peso Corporal Masa Ovarica Peso Utero
ST 188.8+4.4 26.7+0.4 176.5%£3.2
ST. XILO.BI 204.8+5.6 35.6+1.8 157.3+6.9
ST. XILO.BD 211.2+6.1 36.7+1.72 176.3+8.8
ST.XILO.AB 215.5+3.9 34.13+2.4 169.2+11.5
Vh 190+8.4 33.2+x2.2 157.8+8.9
Vh.XILO.BI 191.4+7.3 31.0£1.5 151.1+6.8
Vh.XILO.BD 200.3+5.8 37.5%x1.6 172.3+9.3
Vh.XILO.AB 193.4+5.2 34.66+1.7 171.5+8.6
VE 199.1+5.1 22.3+x2.1b 112.7£9.4
VE. XILO.BI 210.0+5.1 23.3£2.4 127.2+6.6
VE. XILO.BD 213+4.6 20.9+1.7 117.9+11.4
VE. XILO.AB 210.0+5.1 23.3+2.4 127.2+6.6

a p<0.05 vs ST, b p<0.05 vs Vh (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)

El peso del timo fue mayor en los animales sin tratamiento y microinyeccién
de xilocaina en la bursa derecha, respecto a los animales microinyectados en

la bursa izquierda o aquellos sin tratamiento. Un efecto contrario se observo
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cuando la microinyeccion se realizé en ambas bursas, ya que el peso del timo
fue menor (Cuadro 3).

Los animales inyectados solo con VE presentaron una menor masa adrenal
que los inyectados con el Vh. La masa adrenal fue mayor en aquellos animales
tratados con VE y microinyectados en ambas bursas con xilocaina, con
respecto al grupo tratado sdlo con VE (Cuadro 3).

Por otro lado, el peso del timo en los animales tratados con VE y
microinyectados en la bursa derecha fue mayor, en comparacion al grupo VE

y microinyectado en la bursa izquierda o en ambas bursas (cuadro 3).

Cuadro 3. Media + eem del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la masa adrenal, peso del bazo
y del timo de ratas hembra sin tratamiento (ST), o inyectadas a los 10 dias de edad con vehiculo (Vh) o
Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a los 60 dias de edad a la microinyeccion en la bursa ovarica
izquierda (Bl), derecha (BD) o ambas (AB) con Xilocaina (XILO), sacrificadas al estro vaginal post cirugia

Grupo Masa Adrenal Peso Bazo Peso Timo

ST 23.6£0.3 204+1.4 179.5+2.7
ST. XILO.BI 25.1+1.8 216.9+4.3 175.1+8.7
ST.XILO.BD 29.2+1.0 216.4+5.8 370.4+13.4c,d
ST.XILO.AB 25.9+1.3 204.6+£9.1 117.5+7.4c,d

Vh 35.5£8.0 221.5+x12.4 165.8+10.2
Vh. XILO.BI 31.7+1.2 220.9+11.8 167.3+6.1
Vh. XILO.BD 28.1+1.7 227.5£20.4 176+38
Vh. XILO.AB 30.7+x1.1 236.3+8.1 162.1+6.3

VE 21.0+£0.8a 214.5+6.8 189.2+6.9
VE. XILO.BI 29.3+1.9 241.8+12.5 163.8+6
VE. XILO.BD 28.5+x2.2 209.9+2 222.6+27.9e
VE. XILO.AB 29.3+1.9b 236.3+8.1 162.1+6.3f

a p<0.05 vs Vh, b p<vs VE, ¢ p<0.05 vs ST, d p<0.05 vs ST.XILO.BI, e p<0.05 vs VE.XILO.BI, f p<0.05
vs VE.XILO.BD (Prueba de ANDEVA seguida por Tukey-Kramer)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en nuestro
modelo, la condicion del SOPQ no se revierte de manera significativa ante el
adormecimiento de las sefiales nerviosas que recibe y envia el ovario, ya que
después de la inyeccidn unilateral o bilateral con xilocaina, los animales
siguen presentando hiperandrogenismo y quistes en los ovarios. Estas
evidencias nos permiten sugerir que la inervacion es sélo uno de los factores

implicados en la persistencia y desarrollo de la fisiopatologia.

En el presente estudio, se observdé que, en animales sin tratamiento
farmacoldgico previo, la microinyeccion unilateral de xilocaina no modifico
la respuesta ovulatoria. Resultados semejantes fueron reportados por el
grupo de Dominguez (1998), cuando la microinyeccidén de xilocaina se realizé
en la bursa derecha o en ambas bursas de ratas adultas en el dia del proestro.
Los autores sugieren que estos resultados se deben a que existen otros
mecanismos que se encargan de cerrar el circuito de regulacién necesario
para que se presente la ovulaciéon, como puede ser el caso de las
gonadotropinas. Por otro lado, nuestros resultados muestran que, sélo el 409
de los animales microinyectados en ambas bursas con xilocaina ovuld, esta
diferencia puede deberse al dia en el cual se llevd a cabo la cirugia, ya que en
nuestro estudio la xilocaina se inyectd a los 60 dias de edad del animal, sin
considerar una etapa especifica del ciclo estral, mientras que en el estudio de
Dominguez (1998), la microinyeccion de xilocaina se realizd en la tarde del
proestro, etapa en la cual se presenta el pico preovulatorio de LH, el cual

desencadena todos los mecanismos que favorecen la liberacion del évulo.

——

50

'



En ratas prepuber, la seccién unilateral del NOS resulta en una disminucién
en el nimero de ovocitos liberados por la génada denervada y en una
respuesta compensadora por la gonada inervada (Morales y col., 1993).
Evidencias que permitieron sugerir la existencia de una comunicacién
intraovarica (Morales y col., 1993). Por otro lado, Dominguez y colaboradores
(1998), sefialan que esta comunicacion que regula el proceso ovulatorio inicia
enelovarioizquierdoy setransmite al ovarioderecho.Idea que se ve apoyada
por el hecho de que en ratas adultas ciclicas, la microinyeccion de xilocaina
en la bursa izquierda y solucion salina en la bursa derecha, disminuye el
numero de ovocitos liberados por ambos ovarios. A su vez, ambas gonadas se
comunican con el SNC a través de los nervios periféricos. Asi, el SNC manda
sefiales neurales a los ovarios via el NOS, el cual modula la respuesta de los
foliculos ovaricos a las gonadotropinas, lo que resulta en la ovulacién (Chavez

y co0l.,1994; Dominguez y col.,1998; Moran y col., 2004).

Se tiene evidencia de que los érganos endocrinos pareados no son idénticos
en su funciodn, asi como en su control, y que los mecanismos neuroendocrinos
que regulan la ovulacion no ocurren de la misma manera para el ovario
izquierdo que para el derecho (Chavezy col., 1987; Dominguez y col.,1989). Lo
que podria explicar porque en nuestro estudio, el bloqueo de las sefiales
nerviosas desde la gonada izquierda resulta en la disminucidn del porcentaje
de animales ovulantes. Sin embargo, hasta el momento no contamos con
evidencias que nos permitan explicar los efectos que tiene el Vh sobre la

respuesta ovulatoria.

Nuestros animales con SOPQ mostraron un bloquedé en la ovulacidn.
Resultados semejantes se han reportado por otros grupos de investigacién
(Rosa-E-Silva y col., 2003). Lara y colaboradores (2000), muestran que la
inyeccidén intraperitoneal de VE induce en el ovario un incremento en la

concentracién del Factor de Crecimiento Neural (NGF) y de su receptor de
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bajaafinidad p-75. Launién de NGF con sureceptor a nivel ovarico, activauna
cascada de sefializacién que viaja de manera retrograda a través del NOS a
centros superiores como el GCMS, donde incrementa la expresién de la
enzima TH, enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, como resultado
final de este mecanismo incrementa la concentracién de NA, la cual viaja por
el NOS hasta el ovario y provoca el desarrollo de quistes, ausencia de
ovulacién y alta secrecion de andrdgenos. Sin descartar, que el VE actie a
nivel hipotaldmico modificando la pulsatilidad de la GnRH y por ende la
secrecion de LH y FSH, tal y como lo reporta Brawer y colaboradores (1986).
Cabe resaltar que las alteraciones reproductivas que provoca la
administracion de VE son semejantes a los reportados en mujeres con SOPQ;
por lo que el modelo de induccién del SOPQ con VE, es uno de los mas

utilizados.

Partiendo del hecho de que en los animales con VE se presenta una
hiperactividad noradrenérgica que llega al ovario por vias simpédticas, se
decidié microinyectar xilocaina, en la bursa ovdrica, en ratas previamente
tratadas con VE, a fin de atenuar la sefial nerviosa y favorecer el
restablecimiento de las funciones ovaricas. Al respecto, mostramos que en los
animales con SOPQ, la microinyeccién con xilocaina en la bursa izquierda
resulta en el 60% de animales ovulantes por el ovario derecho y 40% por el
izquierdo. Mientras que, con la microinyeccién de xilocaina en la bursa
derecha sélo el 37% de los animales ovulan. Estos resultados son semejantes a
lo reportado por Morales-Ledesma y colaboradores (2010), quienes
mostraron que, en animales con el sindrome, la seccién unilateral del NOS
favorece la ovulacion de la génada intacta, mientras que el ovario denervado
libera un menor numero de ovocitos, respecto al ovario inervado. Estos
resultados permitieron a los autores sugerir que el SOPQ ademads de ser el
resultado de una mayor actividad en la inervacion simpdtica proveniente del

NOS, también se encuentra regulado por otros factores nerviosos, tal como el
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nervio vago. Linares y colaboradores (2013) mostraron que en ratas con
SOPQ, la vagotomia uni o bilateral restablece la tasa de animales ovulantes
por ambos ovarios, por 1o que se sugiere que el nervio vago estd estrechamente
relacionado con el desarrollo y la persistencia del SOPQ inducido por VE. Es
posible que los resultados observados en el presente estudios se deban a la
asimetria que existe en las conexiones neurales que llegan a los ovarios
(Chavez y col., 1994; Klein y Burden, 1988). En apoyo a esta interpretacién
Kleiny Burden 1988 mostraron con el uso de true blue (un trazador retrégrado)
que en ratas adultas existe un mayor numero de fibras que se proyectan desde
el GMS hacia el ovario derecho, en comparacion con el ovario izquierdo. Sin
descartar que la informacién que transcurre por el nervio vago presente
cierto grado de asimetria, tal y como ha sido sugerido por Chavez y col., 1989;
Cruz y col., 1986, ya que en ratas adultas sin la patologia, la vagotomia
unilateral derecha no modifica la respuesta ovulatoria y la vagotomia
izquierdaresulta en la disminucién del porcentaje de animales ovulantes, por
lo que sugieren que es indispensable la presencia del nervio vago izquierdo
para que se presente la ovulacién de manera exitosa, mientras que la
informaciéon que viaja por el vago derecho parece no participar en la

regulaciéon de dicho evento.

Sehareportado que la seccidon bilateral del NOS en animales con el sindrome,
lograunarecuperacién delaovulacién por ambosovarios, evidenciado porla
presencia de cuerpos luteos (Barria y col., 1993; Morales-Ledesma y col., 2010;
Rosa-E-Silva y col., 2003). Este mismo resultado reportd Espinoza y
colaboradores (2018) donde, en animales con SOPQ, inducido a los 14 dias de
edad con VE, la denervacién farmacoldgica a los 68 dias de edad con
monosulfato de guanetidina (GTD, una herramienta farmacoldgdica que
destruye solo fibras noradrenérgicas), resultd en el restablecimiento de la
ovulacién. Un efecto similar se observa en ratas adultas, inyectadas con VE,

sometidas a 12 tratamientos de electroacupuntura de baja frecuencia dos dias
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despuésdelainyeccién del VE. En estos animales disminuyd la concentracion
de NGF y se acomparfié del restablecimiento de la ovulacion; evidenciado por
la presencia de cuerpos liuteos observados en la histologia ovarica (Stener-
Victorin y col., 2000). En nuestro estudio, los animales con SOPQ sometidos a
la microinyeccion bilateral de xilocaina mostraron un 57% de ovulacién por
lagdonadaizquierdayun 1496 porladerecha. Dado quelaxilocaina actua sobre
las seflales aferentes y eferentes de 1los ovarios, es decir sobre el NOSy el NV,
es posible que nuestros resultados se expliquen por el hecho de que la
xilocaina interrumpe las sefiales neuroendocrinas que frenan la ovulacion en
elanimal con SOPQ, y posiblemente la comunicacién entre las génadas, lo que
da como resultado el restablecimiento parcial de la ovulacién en estos
animales. Por otra parte, no descartamos la existencia de factores intrinsecos
que estén regulando el desarrollo y persistencia del sindrome en estos

animales.

Diversos grupos de investigacién han reportado que en ratas en etapa adulta
(Brawer y col., 1986; Lara y col., 2000; Luna y col., 2012) o prepuber (Rosa-E-
Silvay col., 2003), una sola dosis de VE provoca una reduccién en la poblacién
de foliculos totales y preovulatorios, esto se acompafia de una mayor
presenciade foliculos pre-antrales, antralesy atrésicos; asi como la presencia
de prequistes y quistes. Lara y colaboradores (1993), sugieren que estos
cambios son consecuencia de alteraciones en la homeostasis de las
catecolaminas ovaricas que, se ha observado, comienzan antes del desarrollo

de quistes y persiste incluso después de su formacion.

En animales con SOPQ, se ha mostrado que la eliminacién del tono
noradrenérgico elevado, por la seccién quirurgica del NOS revierte el
desarrollo de quistes foliculares y reactiva el desarrollo folicular (Morales-
Ledesma y col., 2010; Sotomayor-Zarate y col., 2008). Un efecto similar fue

reportado por Venegas y colaboradores (2019), quienes mostraron que, en
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animales con sindrome, el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos por la
microinyeccién de propanolol en la bursa ovdrica previene el desarrollo de
quistes ovaricos, y en la histologia ovarica se mostré desarrollo folicular y
presencia de CL. Es probable que, en nuestros animales con VE, la
microinyeccién bilateral de xilocaina haya logrado restablecer la
homeostasis catecolaminérgica en la génada derecha, ya que en este ovario se
observd un mayor nimero de foliculos totales sanos, acompafiado de una
menor presencia de prequistes, Mientras que, en la gonada izquierda se
observo un menor numero de foliculos totales y sanos. Es posible que esta
respuesta se deba a la diferencia en la afinidad de las génadas ante la
activaciéon de los receptores pB-adrenérgicos, asi como a las asimetrias que
existen en los diferentes niveles del eje hipotdlamo, hipdfisis, gébnada. En
apoyo a esta interpretacién hay estudios que indican la existencia de
asimetrias tanto bioquimicas como funcionales en diversas estructuras
cerebrales que se encuentran involucradas en el control de las funciones
ovaricas (Gerendaiy Hala’sz, 1997).

Arteaga-Lépez y colaboradores (2003), mostraron que a lo largo del ciclo
estral la expresion del ARNm del receptor de estrégenos alfa, del receptor de
estrégenosbetay del GnRH esasimétrica, entre el ladoizquierdoy derechode
las dreas preodptica e hipotaldmica anterior. Otra evidencia que apoya esta
asimetria a nivel cerebral es el trabajo de Gerendai y colaboradores (1978),
donde en ratas hembra observaron que la concentracion de GnRH en el
hipotdlamo es mayor en el area derecha que en la izquierda. Téth y
colaboradores (2008) utilizaron ratas adultas inoculadas con el virus de la
pseudorabia, y mediante la técnica de rastreo transneuronal viral dual
caracterizaron la inervacién de los ovarios. Los resultados mostraron que
existe un mayor nimero de conexiones neurales transindptica entre el ovario
izquierdoy dreasdel cerebro (medula ventrolateral, nicleos vagales, regiones
noradrenérgicas Al y A5, diencéfalo, entre otros) que el ovario derecho con

estas mismas zonas del cerebro. Por 1o que, los presentes datos proporcionan
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evidencias neuromorfolégicas sobre la asimetria de la inervacién
supraespinal de los ovarios, indicando conexiones transindpticas mas
intensas entre el cerebro y el ovario izquierdo, que entre el cerebro y la

gonada derecha.

Por otro lado, se ha reportado que la mayoria de las fibras nerviosas que
viajan por el NOS y el NPO e inervan los ovarios, surgen del GCMS, uno de los
principales componentes neurales donde se lleva a cabo el relevo de
informacién que regula las funciones ovaricas y cuyo componente principal
son neuronas noradrenérgicas (Baljet y Drukker, 1979; Dominguez y Riboni,
1971), las cuales se encuentran inervando de forma asimétrica a las génadas.
Morén y colaboradores (2005) mostraron que en ratas adultas la inyeccién
unilateral de true blue, un trazador retrogrado, resulta cuatro dias después de
la manipulacion, en el marcaje asimétrico de las neuronas del GCMS, ya que
cuando el trazador se inyecta en la bursa izquierda se observa marca en el
GCMS izquierdo y derecho, mientras que cuando se realiza en la bursa
derecha sélo se marcan las neuronas del GCMS derecho. Estos resultados
permiten sugerir la existencia de una asimetria en la actividad de las

conexiones neuronales entre los ovariosy los GCMS.

Existe evidencia que sugiere que el inicio del SOPQ se debe al aumento en la
concentracion de andrdgenos, resultado de una desregulacién a nivel de los
diferentes centros que forman parte del eje hipotdlamo, hipdfisis, gonada
(Rosenfield y col.,1990). La administracion de una dosis de 2mgde VE en ratas
en etapa infantil (Morales-Ledesma y col., 2010; Rosa E-Silva y col.,2003) o
adulta (Brawer y col.,, 1978) produce alteraciones neuroendocrinas que
culminan en una falla reproductiva durante la edad adulta; una de ellas es la
falta de ovulacién, acompafiada de alteraciones en el perfil hormonal y

presencia de quistes foliculares.
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En nuestros animales con SOPQ, la concentracion de progesterona no se
modificd, la de testosterona aumento al igual que la de estradiol. Estos
resultados muestran que nuestros animales presentan una condicion de
hiperandrogenismo, tal y como ha sido mostrado por otros autores (Barria y
col.,1993; Morales-Ledesma y col., 2010; Sotomayor-Zarate, 2008). Los autores
sugieren que el incremento en la testosterona podria ser atribuido a la alta

presencia de atresia folicular y a la presencia de quistes ovaricos.

Una de las hipdtesis sobre el origen del SOPQ es la hiperactividad en la
informacidon nerviosa que llega a los ovarios via el NOS y el nervio vago. En el
modelo del SOPQ, inducido con VE, la seccidn unilateral o bilateral del NOS
enratas de 24 dias de edad (Moralesy col., 2010; Rosa-E-Silvay col.,2003) 0 71
(Barria y col., 1993) resulta en el restablecimiento de las concentraciones de
hormonas esteroides ovaricas. En el presente estudio, la microinyeccién
unilateral o bilateral de xilocaina en ratas con SOPQ, inducido por el
tratamiento con VE, disminuyo las concentraciones de progesterona, lo que
permite sugerir que el NOS juega un papel estimulante en la regulacion de la
secrecion de progesterona, sin descartar que a nivel del foliculo ovarico se
presente una alteracion en el sistema enzimadtico involucrado en la sintesis de
progesterona a partir de la pregnenolona, tal y como lo ha sugerido Espinoza
(2010).

Linares y colaboradores (2013) mostraron que en ratas con SOPQ la seccion
unilateral o bilateral del nervio vago, resulta en un incremento en la
concentracion de testosterona; por lo que se sugiere que la informacién
parasimpadtica juega un papel de tipo inhibitorio sobre la secrecién de esta
hormona. Por otro lado, el grupo de Espinoza (2018) reportd que en ratas
tratadas con VE a los 14 dias de edad y sometidas a una denervacion
catecolaminérgica desdeeldia70al 90 de vida, por laadministracion de GTD,

la concentracion de testosterona permanecié alta en esto animales. Los
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autores sugieren que este efecto se debe a la presencia de estructuras
prequisticas y quisticas observada en la histologia de estos animales. Estos
resultados nos permiten explicar el aumento en la concentracion de
testosterona observada en nuestros grupos experimentales con SOPQ y
tratados unilateral o bilateralmente con la xilocaina, sin descartar que el
efecto de adormecimiento que tiene el anestésico sobre la conduccién de
sefiales nerviosas haya interferido con la regulacién que la inervacion tiene
sobrelaregulaciéndelaactividad esteroidogénica delagdénada. Por otrolado,
es posible que la xilocaina inhiba la actividad de las enzimas que regulan el
metabolismo de la testosterona, ya que, la xilocaina bloquea tanto la
iniciacion como la conduccién de los impulsos nerviosos al disminuir la
permeabilidad de la membrana neuronal a los iones, 10 que interrumpe la
prolongacién del potencial de accién (Ochoa-Anaya y col., 2017). La via
mediada por PKA/AMPc es la principal cascada de sefializacion que inicia el
proceso esteroidogénico, sin embargo, hay evidencia de la participacion de
otras vias independientes de AMPc, una de ellas se encuentra mediada por

iones decloruroy Ca** (Gémez-Changy col., 2012).

Brawer y colaboradores (1978) reportaron que a las 2 semanas posteriores de
lainyeccién con VE laconcentracion de estradiol se mantiene elevada incluso
8 semanas después del tratamiento. Los autores sugirieron que, en el animal
con la fisiopatologia, las concentraciones de estradiol son producidas por el
ovario, yaque el VE desaparece varias semanas después de suadministracion.
Aunado a esto, trabajos realizados en nuestro laboratorio han reportado el
mismo comportamiento en la concentracion de estradiol al inyectar una sola
dosis VE aratas en etapa infantil (Linares y col., 2013; Morales-Ledesma y col.,
2010), el cual se ha visto en otros trabajos experimentales que afecta tanto al
hipotdlamo como al ovario de forma permanente (Sotomayor y col., 2011).
Cuando éstos animales son sometidos a una denervacion bilateral del nervio

vago los niveles de estradiol continuan altos. Lo que permitié sugerir que la
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inervacién del tipo parasimpdtica desempefia un papel inhibitorio en la
secrecién de esta hormona. Caso contrario se observa cuando se les realiza la
seccion del NOS, donde la concentracion del estradiol se ve disminuida

(Morales-Ledesmay col., 2010; Rosa-E-Silvay col., 2003).

Las concentraciones de estradiol en un animal sin la patologia van de los 3 a
los 10 pg/mL (Brawer y col., 1978). En nuestros animales con SOPQ, la
concentracion de estradiol incremento arazon de 14 a 16 veces, respecto a un
animal sin la patologia y se mantuvo elevada incluso en aquellos animales
tratados con la xilocaina. Por lo que sugerimos que nuestros animales
presentan un patrén de hipersecrecion esteroidogénica como resultado de la
inhibicién de las sefiales neurales por la microinyeccion bursal de xilocaina
que regulan la actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de los

esteroides.

Se ha observado que en los ovarios de roedores inyectados con VE hay una
disminucidén en el tamaifio de las génadas, 1o que se ha atribuido a lareduccién
en la poblacién de foliculos secundarios, la presencia de quistes foliculares y
un adelgazamiento de las capas de la granulosay engrosamiento de la capade
las células de la teca, las cuales producen altas concentraciones de
andrdégenos (Brawer y col., 1986). Anesetti y Chéavez-Genaro (2016),
mostraron que ratas Wistar expuestas a altas concentraciones de un
andrdégeno como latestosterona presentan quistes, ausencia de cuerpos luteos
y menor peso ovarico. Es posible que la disminucién de la masa ovarica
observada en nuestros animales tratados con VE pueda deberse a los cambios
morfoldgicos que causa este fdrmaco en la arquitectura del ovario. Por otro
lado, hasta el momento no hay reportes que permitan explicar el aumento de
lamasa ovarica observada en los animales sin tratamiento y microinyectados
unilateralmente con xilocaina en la bursa derecha, se necesitaran de mas

estudios para esclarecer este efecto.
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Estudios realizados por Sotomayor-Zarate y colaboradores (2008) muestran
que la administracion de VE en ratas neonatas sacrificadas a los 61 dias de
edad, no modifica la masa adrenal, pero si se produce una mayor
concentracion de las catecolaminas de origen adrenal. Los autores sugieren
que este efecto podria ser resultado de un incremento en la actividad de la TH
en células de la médula suprarrenal, como se ha reportado cuando se estimula
la sintesis de catecolaminas mediante contaminantes ambientales de
naturaleza estrogénica (Willoughby y col., 2005; Yanagihara y col.,2005).
Nuestros animales con VE mostraron una disminucién en la masa adrenal
cuando la microinyeccién de xilocaina se aplicd de manera bilateral. Sin
embargo, la microinyeccién en la bursa izquierda aumento la masa adrenal.
Estos resultados posiblemente estén relacionados con la actividad

catecolaminérgica que se estd generando a nivel adrenal.

Eltimo, es una glandula fundamental en el desarrollo y diferenciacién de los
linfocitos T. En los mamiferos, estd compuesto por dos ldbulos y se localiza en
la regiéon media del térax (Barafiao, 2009). Su funcién inmunoldgica es
elaborar glébulos blancos, los cuales se encargan de proteger al cuerpo contra
infecciones, por otro lado; el timo contiene un tipo de células llamadas
Kulchitsky, las cuales tienen la capacidad de liberar hormonas como la
timopoyetina y la Timulina. Por otra parte, el timo a nivel de la hipdfisis
estimula la liberacion de la hormona del crecimiento, LH, FSH y prolactina, y
en la glandula suprarrenal, estimula la accién de ACTH (Thapa y Farber,
2019). En nuestros resultados el peso del timo se vio disminuido en el grupo
s6lo microinyectado con xilocaina en ambas bursas, esta disminucién se
observo también en el grupo tratado con VE y microinyectado con xilocaina
en ambas bursas. Varios estudios sefialan que el timo es un érgano muy

vulnerable a la atrofia cuando es expuesto a diferentes estimulos, como
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hormonas, agentes inmunosupresores o productos quimicos del medio

externo (Ashwell y col., 2000; Drela, 2006).

Existen evidencias de la interrelacion entre los sistemas endocrino,
inmunoldgico e incluso con el sistema nervioso (Barafiao, 2009). Estudios
realizados por Grossman y Roselle en 1983, reportaron que, cuando se realiza
una gonadectomia en ratas hembra, se observa un aumento en la respuesta
inmune, acompanado de un aumento en el tamano del bazo y del timo, 1o cual
es revertido al administrar un reemplazo hormonal con estradiol. Otro
trabajo de Grossman en 1984, en animales castrados y posteriormente
tratados con estradiol o testosterona, observaron que mantenian un tamaifio
de timo normal, ya que, si bien el tratamiento con estradiol o testosterona
disminuia el peso del timo por destruccion de los linfocitos, se producia un
aumento en el tejido conectivo y adiposo. Asimismo, en ratas macho demostro
que, al momento de retirar el aporte hormonal esteroideo por una castracion,
aumentaba significativamente el tamafo del timo y el numero de linfocitos
periféricos. Resultados que permitieron sugerir que existe una regulacion del
sistema inmunitario mediada por la interacciéon de una red de hormonas,
donde posiblemente el estradiol o la testosterona tengan una participacién
sobre la funcion e incluso el tamafio del timo. Si partimos de esta idea, es
probable que el aumento del timo observado en nuestros grupos sin
tratamiento y VE, ambos microinyectados con xilocaina en la bursa derecha,
se deba a las altas concentraciones de testosterona y estradiol observadas en

estos animales.

Con los resultados del presente estudio, se observa que la disminucién de las
sefiales aferentes y eferentes, entre 1os ovarios y el sistema nervioso central,
por la microinyeccién de xilocaina en la bursa ovarica, no revierte de manera
significativa las caracteristicas del SOPQ, tal como el hiperandrogenismo, la

oligo-anovulacién y la condicion quistica de las génadas. Es probable que
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factores ajenos a la inervacién que recibe el ovario estén participando en la
persistencia del sindrome. Ya que, con la microinyeccién de xilocaina en la
bursa izquierda o derecha, solo el ovario derecho es quien presenta un
incremento en el porcentaje de animales ovulantesy en el nimero de ovocitos
liberado. En el caso de la microinyeccién bilateral, solo el ovario izquierdo es
quien responde, disminuyendo incluso la presencia de quistes y prequistes.
Por tal razén, sugerimos que existen factores intrinsecos de la gonada que
participan en conjunto con la inervacién en el mantenimiento y persistencia

del SOPQ.
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Figura 17. ++++ Representa la participacion de la inervacion simpatica v parasimpatica en el desarrcllio
del SOPG. NV: Nervic Vage, NOS: Mervic Ovanico Superior. — Representa la inervacion
parasimpatica —» , Representa la inervacion simpéatica, - - - - Representa las sefales nerviosas
adormecida por efecto de la microinyeccion bursal con xilocaina (ver pagina siguiente)




Enlafigura 17 se muestra que en un animal con SOPQ, la inervacion simpatica
(flecha rosa) sefial aferente, asi como la inervacién parasimpaética (flecha
verde) seflal eferente, juegan un papel importante en la regulacion del
desarrollo y persistencia del sindrome. Cuando estas sefiales son
anestesiadas por el efecto de la microinyeccién con xilocaina a nivel de la
bursa (linea punteada en color gris), de manera unilateral o bilateral, el
restablecimiento en las funciones ovaricas se da de forma parcial, ya que la
microinyecciénunilateralizquierda o derechasolorestablece laovulacionen
la génada derecha. Y cuando ambos ovarios reciben la microinyeccién con el
anestésico, solo el ovario izquierdo responde, la presencia de quistes y
prequistes disminuye en ambos ovarios. Sin embargo, el adormecimiento de
las sefiales no logra restablecer la condicién hiperandrogénica. Se propone la
posibilidad de que existan mecanismos intrinsecos de los ovarios que estén

regulando el mantenimiento y persistencia del SOPQ.

——

64

'



Conclusiones

e Enelanimal sin SOPQ:

©)

o

Eladormecimientounilateral o bilateral de las sefiales que recibe
el ovario no modifica ni el nimero de ovocitos liberados, ni el
porcentaje de animales ovulantes, por lo que, al parecer, ademas
de la inervacion, existen otros mecanismos u otras vias capaces

de concluir el “circuito” que regula la ovulacion.

Es posible que la xilocaina inhiba la actividad de las enzimas que
regulan el metabolismo de las hormonas esteroides, ello
explicaria el incremento en la concentracién de testosterona y
estradiol observada en los animales microinyectados unilateral

o bilateralmente con el anestésico.

e Enelanimal con SOPQ:

o

La microinyeccidén unilateral o bilateral de xilocaina revierte la
anovulacién de manera parcial y ello depende del ovario
microinyectado, por lo que sugerimos que es posible que las
sefiales neurales regulen mecanismos extrinsecos e intrinsecos
delosovarios que permiten el mantenimientoy persistenciade la

fisiopatologia.

La dindmica folicular y la disminucién en la presencia de
estructuras quisticas y prequisticas, se ve favorecida cuando la
microinyeccion bursal se realiza de forma bilateral en animales
con SOPQ), por 1o que es posible que al aplicar de esa manera el
anestésico se logre restablecer la homeostasis catecolaminérgica

en la gonada derecha.
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o Lamicroinyecciéonunilateral obilateral de xilocaina,noconsigue
revertir el hiperandrogenismo en animales con el sindrome, por
lo que es probable que la informacion nerviosa sea sdlounode los

factores que favorezcan el mantenimiento de la fisiopatologia.
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