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RESUMEN

La activaciéon del sistema nervioso simpatico ha sido reconocida como uno
de los factores que forman parte de la etiologia del sindrome de ovario
poliquistico (SOP) en humanos y en modelo de rata. La literatura muestra datos
consistentes que relacionan el aumento de la actividad simpatica, expresada en
un aumento en la liberacidn de norepinefrina (NE) en ratas y en las
prolongaciones nerviosas en humanos, y la formaciéon de quistes ovaricos. Asi
mismo, la simpatectomia en animales y la reseccion de la zona de entrada de
los nervios ovaricos en humano, permiten una vuelta a la ciclicidad estral y
menstrual respectivamente. Datos clinicos apuntan, ademas, a que la condicién
poliquistica seria persistente, ya que las mujeres con SOP durante el embarazo
y el postparto presentan patrones hormonales alterados con respecto a las
mujeres control, a pesar d existir un bloqueo central del eje hipotalamo-hipofisis-
gonada. Esto indica que existe también un componente intraovarico que
participa en la mantencion de esta condicion.

En modelo animal, durante el establecimiento de la condicion quistica, se ha
observado un aumento conjunto en el mMRNA para el factor de crecimiento
neuronal (NGF) y en el de su receptor de baja afinidad p75NTR. Se sabe que la
sobreexpresién de esta neurotrofina gatilla la activacion nerviosa y ademas
genera quistes ovaricos y que la utilizacion de anticuerpos anti-NGF, permite
una vuelta a la normalidad.

En el ovario se han descrito diferentes tipos celulares que podrian participar
junto con la inervacién extrinseca en la homeostasis de las catecolaminas
ovaricas. Estos serian la contraparte ovarica intrinseca que participaria, en
respuesta a cambios en el complejo neurotréfico NGF/p75NTR, junto con la
inervacion extrinseca, en la hiperctividad nerviosa persistente, caracteristica de

la condicion poliquistica.
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Para resolver esta hipdtesis usamos un modelo de ovario poliquistico
generado en ratas, 60 dias post administracion de una dosis unica de valerato
de estradiol. Se desarrolla asi una condicidn quistica en los ovarios de los
animales con caracteristicas similares a las humanas. En este modelo
observamos aumento en el mRNA para p75NTR y con esto una mayor
disponibilidad de NGF para su accién sobre las células blanco. Esto podria
explicar una activacion tanto del componente nervioso extrinseco como
intrinseco. Mediante RT-PCR en tiempo real medimos la concentracion de
MRNA para Tirosina hidroxilasa, marcador de la presencia de cuerpos
neuronales, corroborando la presencia éstas. Sin embargo al no haber cambios
en la concentracién del mRNA entre la condicidén control y la condicion quistica,
creemos que las neuronas no participan de manera activa durante la condicion
quistica. Usando inmunohistoquimica observamos la presencia del
transportador de Dopamina (DAT) en células de granulosa, células intersticiales
y cuerpos luteos tanto en la condicion quistica como en la control y creemos
que este transportador es un buen marcador de algunas de las células del
componente nervioso ovarico intrinseco. Para evaluar la funcionalidad del
sistema nervioso extrinseco e intrinseco, se midio la capacidad de liberacion del
trazador radiactivo norepinefrina tritiada (3HNE). Observamos una mayor
capacidad de liberacion de *HNE en los animales con quistes y al desnervar,
esta liberacién disminuye sélo a niveles control, indicando, desde un punto de
vista fisioldgico, la participacion de un componente celular intraovarico. La
incorporacién de *HNE es un indicador de la presencia de estructuras
nerviosas. En la condicion quistica la incorporacion es mayor que en la
situacion control y cuando se desnerva al animal con quistes, la incorporacion
no varia, indicando que el componente intraovarico esta activado en la
condicion quistica. Al bloquear la incorporacién de *HNE con cocaina, los

animales con quistes y desnervacion, incorporan menos que los animales con
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quistes, indicando que la incorporacion de NE en los animales con quistes,
estaria mediada probablemente por DAT.

Los resultados presentados muestran evidencias fuertes sobre la existencia
de un sistema nervioso ovarico intrinseco, el que participaria junto con el
sistema nervioso extrinseco en el control de los niveles de catecolaminas
intraovaricas. Ademas la activacion de este componente intraovarico, dada por
cambios en el complejo neurotrofico, podria explicar la mantencién de la

hiperactividad nerviosa caracteristica de esta condicion.



ABSTRACT

An increased activity of the sympathetic neuronal system has been proven to
be one of the factors taking part of the etiology of the Polycystic Ovary
Syndrome (PCOS), both in human and rat models. Literature shows consistent
data relating the increase in sympathetic activity, expressed by a higher release
of norepinephrine (NE) in rats, by increased neuronal projections in humans,
and the build-up of ovarian cysts. In the same line, sympathectomy in animals
and surgical resection of the ovarian neuronal input in humans, allow a recovery
of the estrual and menstrual ovulatory cyclicity respectively. Clinical data
suggests, that the polycystic condition would be persistent, given that PCOS
women show altered hormonal patterns during pregnancy and post-delivery
times, in relation to control women, despite that during pregnancy there is a
suppression of the hypothalamic pituitary axis. The last evidence indicates that
there is an intra-ovarian component participating in keeping the condition up.

During development of cystic condition in rat, it has been possible to
establish a concomitant increase of the mRNA for nerve growth factor (NGF)
and its respective low affinity receptor, p7SNTR. The over-expression of this
neurotrophin triggers the neuronal activation, generating ovarian cysts. The use
of antibodies anti-NGF, allows the turn-back to a normal condition. Different cell
types have been described in the ovary that could be part of the homeostatic
changes in ovarian catecholamines, being these intra-ovarian counterparts an
active component in the neuronal hyperactivity, typical of the polycystic
condition.

To solve this hypothesis we used a rat polycystic model, generated after 60
days of administration of a single injection of estradiol valerate, developing a
PCO condition with similar characteristics to that of humans. In this model we
found an increase in MRNAp75NTR and hence in the availability of NGF to act

on cells. That could explain an activation of both the external and the internal



neuronal component. Through real time RT-PCR, we measured the
concentration of mMRNA for Tyrosine Hydroxilase (TH), a marker for neuronal cell
bodies that could be used to measure changes in intraovarian nerve cell. There
were no changes in the concentration of THmMRNA among control and EV-
treated rats, thus we believe that catecholaminergic neurons do not participate
actively during the cystic condition.

Using immunohistochemistry techniques, we found the Dopamine transporter
(DAT), located in granulosa cells, interstitial cells and corpora lutea, both in
cystic and control condition. Therefore it could be a good tracer of the intra-
ovaric neuronal component. Using the radioactive tracer *HNE, we found a
higher NE release in the ovary of animals with cysts, but among those
denervated; the release was reduced but only up to no-denervated control rats,
indicating an active role of an intra-ovarian cellular component. Another marker
for the presence of neuronal structures is the incorporation of *HNE. In the cystic
condition, this incorporation is higher than in the control condition, but after
denervation of EV-treated rats, we found that there is no difference with the EV-
treated rat, indicating that the intra-ovarian component was activated in the
cystic condition. By blocking the incorporation of norepinephrine using cocaine,
cystic-denervated animals incorporate less *HNE than the cystic animals,
indicating that the incorporation of NE in cystic animals could be probably
mediated by DAT.

Altogether the results, present strong evidence for the presence of an
intrinsic neuronal system in the ovary and its participation in the control of
intraovarian levels of catecholamines. The activation of this component through
a neurotrophic-mediated mechanism, could explain the maintenance of the

neuronal hyperactivity characteristically seen in PCO.
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1. INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden heterogéneo
que afecta al 5%-10% de las mujeres en edad fértil (Norman, Wu y Stankiewicz
2004; Tsilchorozidou, Overton y Conway 2004), siendo la principal causa de
infertilidad de origen ovarico (Vaitukaitis 1983). Fue descrito en el afio 1935 por
Stein y Leventhal como una patologia que se caracteriza por la presencia de
amenorrea, infertilidad, hirsutismo y ovarios de mayor tamafio con la presencia
de numerosos quistes foliculares. Actualmente se le reconoce como parte del
sindrome metabdlico el que puede incluir hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
diabetes mellitus tipo Il y riesgo cardiovascular. EI SOP se asocia también con
un aumento en los niveles de andrégenos, hirsutismo, anovulacién, infertilidad,
aumento de cancer endometrial y obesidad (Lobo y Carmina 2000; Ibanez y
cols. 2002; Norman 2002). De acuerdo al criterio adoptado en el PCOS
Consensus Workshop patrocinado por la Sociedad Europea de Reproduccion
Humana y Embriologia y la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva en
el afno 2003 en Rotterdam-Holanda, el SOP es diagnosticado si es que al
menos se cumplen dos de los siguientes requisitos:

1. presencia de ovarios poliquisticos mediante examen con ultrasonido

2. hiperandrogenismo clinico o bioquimico

3. disfuncidon menstrual con anovulacion.
Ademas deben excluirse otras patologias como: hiperplasia adrenal congénita,
tumores secretores de andrégenos y Sindrome de Cushing.
Segun los estudios actuales, muchas de las caracteristicas patologicas
asociadas con SOP se manifiestan a distintas edades, que varian desde la vida
in utero, la nifez, la peripubertad, la adolescencia, la adultez temprana y edad
reproductiva, hasta el envejecimiento (Figura 1) (Norman, Wu y Stankiewicz
2004). Teniendo en consideracion el amplio espectro de edades en que este

desorden se presenta y las diferentes manifestaciones fisiolégicas del mismo, el



estudio de esta patologia no debiese remitirse tan s6lo a la edad reproductiva,
sino que abarcar el amplio espectro etario. Esto en conjunto con el
entendimiento de las bases moleculares vy fisiolégicas de la patologia permitira

una pesquisa precoz y un tratamiento integral.

Adolescencia

In utero Peripubertad y adultez Envejecimiento
Nifo pequerio para edad Adrenarquia exagerada Sindrome de ovario Sindrome metabélico
gestacional (PEG) poliquistico
Retardo crecimiento 1 niveles andrégenos e insulina Anovulacion Diabetes
intrauterino . .
Hiperandrogenismo ovarico funcional Hiperandrogenismo Hipertension
Ovarios poliquisticos Dislipidemia
Obesidad (50%) Aumento inhibidor-activador
plasminégeno |
Conlleva:
Efectos en salud a largo Pubertad precoz Desérdenes reproductivos Efectos metabélicos

plazo

Figura 1. Manifestacion del Sindrome de Ovario Poliquistico a diferentes edades.

Adaptado de Norman, Wu y Stankiewicz 2004.

1.1 Regulacion nerviosa extrinseca de la funcion ovarica

Con respecto a la patogénesis del SOP, no existen criterios consensuados
(Tsilchorozidou, Overton y Conway 2004). La heterogeneidad de este sindrome
puede deberse a variados mecanismos patofisioldgicos involucrados, entre los
que se sehalan los de tipo endocrino y los que tienen relacion con la
participacion del sistema nervioso autondémico.

La participacion del componente endocrino en la condicion de Ovario
Poliquistico ha sido ampliamente estudiada (Yen 1999; Sheehan 2004;
Ehrmann 2005) y en nuestro laboratorio se ha dado énfasis al estudio del
componente nervioso en esta patologia.

El control nervioso ovarico ha sido considerado como uno de los
mecanismos finos de control de la funcién gonadal normal y junto con la accién

del eje hipotalamo-hipdfisis-génada, regulan por completo la funcion



reproductiva (Gerendai, Banczerowski y Halasz 2005). El ovario esta inervado
extrinsecamente por las proyecciones de las vias nerviosas simpaticas y
sensoriales. Las vias nerviosas simpaticas estan compuestas por neuronas que
contienen norepinefrina (NE) y neuropéptido-Y (NPY) y las vias sensoriales por
fibras que contienen sustancia P (SP) y péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP). Ambos tipos de vias nerviosas contienen, ademas, VIP
(Lawrence y Burden 1980; Klein y Burden 1988). La inervacion extrinseca
posee dos rutas de entrada: el plexo nervioso y el nervio ovarico superior
(SON). El plexo nervioso viaja junto a los vasos sanguineos, lleva la mayoria de
las fibras sensoriales, los nervios con NPY y el grueso de la inervacion
noradrenérgica que controla la vasculatura (Baljet y Drukker 1979; Lawrence y
Burden 1980; Dees y cols. 1986; McDonald y cols. 1987). EI SON esta asociado
al ligamento suspensorio y compromete la mayoria de las fibras
noradrenérgicas que inervan los foliculos y toda la inervacion VIPérgica de la
glandula (Ahmed y cols. 1986; Klein y Burden 1988).

La inervacidn ovarica se establece inicialmente con estructuras foliculares
tempranas y se mantiene en el tiempo, acompanando a los foliculos durante
todo el proceso de maduracion. Una vez que ocurre la ovulacion, la inervacion
simpatica continua asociada a las células tecales de los foliculos se mantiene,
aunque éstas se transforman en células intersticiales secundarias, las cuales
mantienen la capacidad de sintetizar andrégenos ovaricos. El que la inervacién
simpatica se establezca en periodos tempranos del desarrollo folicular y
acompainie a los foliculos durante el proceso de maduracion, se relaciona muy
bien con las funciones que han sido descritas para ésta, como son la de regular
el flujo sanguineo dentro de la glandula y contribuir al control de la sintesis de
androgenos ovaricos (Hernandez y cols. 1988). Los nervios ovaricos parecen
poseer un alto grado de plasticidad, ya que reinervan la glandula después de
ser transplantada a un sitio ectépico (Lara y cols. 1991b) y, al menos en

primates, se desarrollan rapidamente a medida que el animal alcanza la



pubertad (Schultea, Dees y Ojeda 1992). Estas observaciones han sugerido
que, ademas de un efecto estimulante sobre la esteroidogénesis, los nervios
ovaricos deben ejercer un efecto positivo en el crecimiento folicular (Schultea,
Dees y Ojeda 1992). Un fuerte apoyo a este concepto estd dado por
experimentos en los cuales la pérdida permanente de la inervacion simpatica,
causada por inmunosimpatectomia neonatal pasiva o activa, lleva a un
desarrollo folicular retardado, una respuesta a gonadotrofinas disminuida y
marcadas irregularidades en el ciclo estral (Lara y cols. 1990a; Lara y cols
1990b; Lara, McDonald y Ojeda 1990c).

El hecho que mujeres con SOP presenten una produccion exagerada de
androgenos y que en situaciones de normalidad existan etapas del desarrollo
folicular que son controladas por la actividad nerviosa autonémica, fomenté el
estudio de factores no endocrinos, que regulen estos procesos de la funcion
ovarica y puedan participar en la patologia. En el Laboratorio de
Neurobioquimica (U. de Chile) se ha fundamentado experimentalmente la
hipétesis de que una disfuncion del Sistema Nervioso Autondmico puede actuar
como agente etiolégico en el desarrollo del SOP (Lara y cols. 1993; Barria y
cols. 1993); una hipotesis que actualmente ha sido incorporada a textos de la
especialidad (Yen 1999), abriendo un nuevo campo de estudio para esta

patologia.

1.2 Participacion de factores neurotroficos en la funcion ovarica

En el ovario, la sobrevida de las neuronas simpaticas es dependiente de la
presencia del factor de crecimiento neuronal (NGF) que es producido por las
células de la teca (blanco de la inervacién). El establecimiento y mantencién de
la inervacion simpatica ovarica depende de la disponibilidad del mismo (Lara y
cols. 1990a). En el ovario, el NGF ejerce sus efectos a través de dos tipos de
receptores de membrana. Uno es un receptor de baja afinidad, llamado

p75NTR, que presenta, ademas, afinidad por toda la familia de las



neurotrofinas. El otro es un receptor de alta afinidad, asociado a actividad
tirosina kinasa, llamado TrkA (Chao y Hampstead 1995).

Existen variadas situaciones experimentales que dan cuenta de la
participacion del NGF en el desarrollo normal de la funcién ovarica. Es asi que
se ha observado la expresion de mRNA y proteina NGF en ovario inmaduro de
rata (Lara y cols. 1990a). Por su parte, la aplicacion de anticuerpos anti-NGF a
ratas neonatas, provoca un bloqueo en el desarrollo de la inervacion simpatica y
junto con ello, detencion en el crecimiento folicular, viéndose disminuida
ademas la produccion de androgenos y estradiol. Ademas el comienzo de la
ovulacion se retrasa, la ciclicidad estral se pierde y hay compromiso de la
fertilidad (Lara y cols. 1990a). Estos resultados son indicativos, del papel que
juega la inervacion simpatica en el desarrollo normal de la funcién ovarica y de
la estrecha relacion con la presencia de NGF en el ovario. Los datos anteriores
son consistentes en demostrar la relacion entre el NGF y el desarrollo normal
de la funcién ovarica en modelos animales. Probablemente esta accion tenga

relacion directa con la capacidad del NGF de fomentar la sobrevida neuronal.

1.3 Regulacién neuroendocrina en la condicién quistica

Con el fin de estudiar los mecanismos neuroendocrinos involucrados en la
generacion y mantencion de SOP, se han desarrollado modelos experimentales
que remedan las caracteristicas de esta patologia. Lamentablemente el mono
Rhesus no desarrolla SOP en forma espontanea, de forma que el estudio de
SOP en primates ha sido limitado. Una forma de SOP se consigue al inyectar
ratas con una dosis unica de valerato de estradiol, un estrégeno de vida media
larga. Las ratas tratadas pierden la ciclicidad estral, presentan quistes
foliculares, aumento en la actividad noradrenérgica y en la produccion de
androgenos ovaricos. Aparentemente estos cambios serian de origen
neurogeénico, ya que ambas situaciones se revierten al realizar una
simpatectomia parcial del ovario (Barria y cols. 1993; Lara y cols. 1993).

En apoyo a esto, el aumento en el tono simpatico provocado por estrés de frio e



inmovilizacién, provoca un importante retraso en el desarrollo folicular (Paredes
y cols. 1998; Galvez y cols. 1999; Dorfman y cols. 2003). Por su parte, al
remedar la accion de la norepinefrina (NE) con un agonista B-adrenérgico, se
observa la aparicion de quistes ovaricos y cambios en la secrecion de
esteroides ovaricos (Lara y cols. 2002). Estos resultados experimentales en
modelo de rata, apoyan fuertemente la participacion del sistema nervioso
extrinseco en el desarrollo y mantencion de los quistes ovaricos semejantes a
los que presentan mujeres con SOP.

En ovarios de mujeres con esta patologia, se han observado variaciones con
respecto a la inervacion simpatica. Ya en el afio 1969, Semenova (1969)
describié un cambio en la inervacion adrenérgica en los ovarios de este tipo de
pacientes, observandose una profusion de fibras adrenérgicas. Actualmente se
ha encontrado también, asociado al aumento en la densidad de fibras nerviosas
en ovarios SOP, una disminucién en el numero de mastocitos (Heider, Pedal y
Spanel-Borowski 2001). Estos hallazgos podrian indicar una alteracién en el
tono adrenérgico y en la comunicacion neuroinmune que se establece en el
ovario y que puede ser de gran relevancia en ovarios poliquisticos.

En el modelo de ovario poliquistico generado por esteroides en ratas, junto
con un aumento en la actividad adrenérgica, hay un incremento en la
produccion de NGF y este aumento tiene directa relacion con la formacion de
quistes (Lara y cols. 2000). El aumento en la sintesis de NGF y de su receptor
p75NTR, se ve acompafado por una activacion selectiva de las neuronas
noradrenérgicas que proyectan hacia el ovario. Por otra parte el uso de
anticuerpos anti-NGF y oligonucledétidos antisentido contra p75NTR, permiten la
reapariciéon de la ovulacion y la ciclicidad estral. En los aspectos morfologicos
hay una recuperacién en el numero de foliculos antrales por ovario y una
disminucién significativa en los foliculos prequisticos y quisticos. (Lara y cols.
2000). Esto es indicativo de que el NGF forma parte de las alteraciones

bioquimicas y celulares que dan cuenta de la generacion de quistes ovaricos.



Con la finalidad de observar los efectos directos del exceso de NGF en la
generacion y/o mantencion del ovario poliquistico, Dissen y cols (2000b),
desarrollaron experimentos de sobreproduccion local de NGF mediante el
implante intraovarico de células sobreproductoras de NGF en ratas, de manera
de remedar los resultados obtenidos con valerato de estradiol, en relacién con
la formacién de quistes ovaricos. Mediante el uso de estos implantes, se
observaron cambios en la morfologia ovarica consistentes con los observados
después de la administracion de valerato de estradiol. El contenido de NGF en
los ovarios tratados fue dos veces mayor que en ovarios controles y provoco un
aumento en los niveles de androstenediona sérica, la ciclicidad estral fue
interrumpida y se observo un aumento de foliculos prequisticos, junto con una
disminucién en el numero de foliculos antrales sanos. Estos resultados
muestran que un aumento de los niveles de NGF, ademas de favorecer la
sintesis de andrégenos ovaricos, esta asociado con cambios en la morfologia

ovarica acordes con un proceso de desarrollo de quistes foliculares.

1.4 Sistema nervioso ovarico intrinseco

De manera conjunta a la inervacion simpatica clasica, se ha descrito la
presencia de células intraovaricas que podrian participar paralelamente en la
homeostasis catecolaminérgica del ovario, regulando asi su funcion.
En ovario de algunas especies de mamiferos como mono Rhesus (Dees y cols.
1995) y rata Wistar (D'Albora, Lombide y Ojeda 2000), se ha observado la
presencia de estructuras celulares con caracteristicas morfolégicas vy
moleculares similares a las que presentan los cuerpos neuronales, siendo
independientes de la inervacion simpatica o extrinseca descrita anteriormente.
Esta poblacion de cuerpos neuronales se ha observado también en ovarios
humanos fetales y de primer afo de desarrollo postnatal (Anesetti y cols. 2001).
Las células son en un 20% de tipo catecolaminérgicas, presentan

inmunorreactividad para neurofilamentos en el hilum y la médula y la mayoria



coexpresa el receptor de baja afinidad para neurotrofinas (p75NTR). Las
caracteristicas sefaladas anteriormente también estan presentes en las
neuronas del ovario de mono. Hasta el momento, estas estructuras neuronales,
no se han descrito en ovarios humanos adultos, pero la presencia de éstas en
ovario humano perinatal, en primates y ratas, tanto jovenes como adultas,
plantea la posibilidad de la presencia de las mismas en humanos en edad
reproductiva.
Ademas de las neuronas intraovaricas, se ha establecido claramente la
presencia de células cromafines en ovario de rata, las que contienen
catecolaminas primarias como dopamina (DA) y NE (Fortak, Kmie¢ y Wrutniak-
Zotnowska 1979). Estas células presentan variaciones en el contenido de
granulos cromafines y vacuolas, que tienen relacion directa con los diferentes
estados del ciclo estral (Wrutniak-Zotnowska 1980). En variadas especies de
peces (Gupta, Thakur y Shrivastava 1974; Thakur 1975) la localizacion vy
posibles variaciones de tamafo de estas células durante el ciclo reproductivo,
sugieren que participan en el crecimiento y maduracién folicular, asi como en la
ovulacion.
Otra fuente de catecolaminas intraovaricas esta dada por los ovocitos. En mono
se ha observado que son capaces de sintetizar NE (Mayerhofer y cols 1998).
Estos ovocitos no poseen ni mRNA ni proteina tirosina hidroxilasa (TH),
indicando que son incapaces de sintetizar DA) sin embargo poseen el gen para
el transportador de dopamina (DAT), el que presenta idéntica homologia con el
de cerebro humano. La existencia de este transportador sugiere que la
internalizacién de DA por esta via es la forma en que los ovocitos obtienen
sustrato para la sintesis de NE (Mayerhofer y cols 1998).

Se plantea de esta manera la existencia de células que darian cuenta de un
sistema nervioso intrinseco, que podria estar participando de manera activa
junto con el sistema nervioso simpatico extrinseco en el control de la funcion

ovarica.



El que estas neuronas y/o elementos intraovaricos catecolaminérgicos puedan
participar en la fisiologia ovarica ha sido sugerido recientemente por Lara (Lara
y cols. 2002), ya que el ovario de rata desnervada por tratamiento crénico con
guanetidina, recupera la inervacion después del tratamiento con estradiol. Lo
que supone la activacion de las estructuras antes sefaladas y su posible
participacion en la perpetuacién de la condicidn de ovario poliquistico

El SOP en humanos es una patologia que ha sido considerada como
recurrente y hoy en dia mas bien como persistente, los datos clinicos que
apoyan esta ultima idea tienen relacion con el hecho de que las mujeres con
SOP que se embarazan por induccién de ovulaciéon, mantienen altos indices de
androgenos plasmaticos (Sir-Petermann y cols. 2002), a pesar de que en el
embarazo existe un bloqueo central de la funcion ovarica. Por tanto deben
existir factores intraovaricos que favorecen la perpetuacion del sindrome en el
tiempo. La informacion recientemente obtenida en humanos, sumada a la
proporcionada por los modelos experimentales de quistes ovaricos en ratas por
inyeccion de valerato de estradiol, estrés de frio y uso de agonistas p-
adrenérgicos, permiten sugerir, que un exceso de actividad noradrenérgica, ya
sea extrinseca o intrinseca en el ovario de pacientes con SOP, expresada en
una elevada presencia de catecolaminas, puede estar dando cuenta, por un
lado, del hiperandrogenismo caracteristico del SOP y por otro, de la generacién
y mantencion de esta condicion poliquistica.

Una activacién simpatica sobre los ovarios podria gatillar inicialmente un
aumento en la produccién de andréogenos y posteriormente, un aumento en los
niveles de NGF intraovaricos, junto con los de su receptor de baja afinidad
p75NTR. Estos podrian:
= generar un incremento de la actividad noradrenérgica del nervio ovarico

superior (inervacion simpatica extrinseca) y
= un aumento en la actividad de las células con caracteristicas

catecolaminérgicas propias del ovario (inervacion intrinseca).



Este aumento sostenido de NE y quizas de otras catecolaminas, puede estar
dando cuenta de la actividad esteroidogénica anormal presente en las células
de la teca de pacientes con SOP.

Ademas, a pesar de que las células de este sistema de regulacion intraovarico
forman parte de un sistema independiente al de la inervacién simpatica
extrinseca, podrian ser reguladas por éste o podrian activarse por efecto del
estimulo central y acoplarse al aumento de actividad del sistema extrinseco. Se
generaria asi un mecanismo comun que entregue las sefiales moleculares

necesarias para favorecer la mantencion de quistes ovaricos.

Tomando en consideracion:

= que la activacion del sistema nervioso extrinseco participa en la condicion de
ovario poliquistico,

= que la condicién SOP es persistente,

= que durante SOP se mantiene la condicion hiperandrogénica y

= que en el ovario existe un complejo neurotréfico, se plantea la siguiente

hipétesis:

“En el ovario de mamifero existe un sistema nervioso intrinseco
funcional, que en respuesta a cambios neurotroficos se activa y junto con
el sistema nervioso extrinseco, generan una condiciéon de hiperactividad
nerviosa que favorece la perpetuacion de la condicion de ovario

poliquistico”
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Para comprobar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos, los que

fueron evaluados en modelo de ovario poliquistico generado en ratas:

OBJETIVO 1
Establecer la existencia de cambios neurotroficos en la condicion quistica

que favorezcan la activacion del sistema nervioso ovarico intrinseco.

OBJETIVO 2
Caracterizar al sistema nervioso ovarico intrinseco mediante la busqueda

de un marcador molecular.
OBJETIVO 3
Establecer la participacion del sistema nervioso ovarico intrinseco en la

hiperactividad nerviosa caracteristica de la condicion quistica.

En la figura 2 se esquematiza lo propuesto anteriormente.
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A Ovario Control B Ovario Control

Inervacion
simpética Inervacion
extrinseca intraovarica
Foliculo
Complejo Administracién de
NGF/p75NTR valerato de estradiol
Inervacion
intraovarica
activada
Inervacién Quistes
. . simpatica . .
Ovario con Quistes extrinseca Ovario con Quistes
activada

Figura 2: Esquema de la activacion del componente nervioso intrinseco en ovario por
administracion de valerato de estradiol.

En A se observan fotografias de cortes de ovario control y de ovario con quistes por
administracion de valerato de estradiol. En B se esquematizan los cambios que sufre la
inervacion ovarica en la situaciéon quistica. El ovario esta inervado por el sistema nervioso
simpatica extrinseco, el que inerva preferentemente los foliculos ovaricos y ademas posee
células que tendrian la capacidad de participar en la homeostasis de las catecolaminas
ovaricas, Entre éstas se destacan neuronas, el ovocito y dependiendo de la especie: células
cromafines. En esta tesis se postula la activacion de algunos de estos tipos celulares en la
condicién quistica, de manera que participen conjuntamente con la inervacion simpatica
extrinseca en la homeostasis de la NE intraovarica. El posible mecanismo de activacion
podria estar dado por cambios en el equilibrio del complejo neurotréfico NGF/p75NTR, que
permita la activacion del componente nervioso externo y del interno, de manera de generar
una hiperactividad nerviosa que favorezca la perpetuacion de la condicion poliquistica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES

2.1.1 Ratas Wistar

Se utilizaron ratas hembras virgenes de la cepa Wistar (alrededor de
200grs) provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Las ratas fueron mantenidas bajo condiciones controladas
en un régimen de luz/oscuridad (12 horas luz y 12 horas oscuridad),
temperatura (25°C), libre acceso a alimento (pellets para ratas, Champion) y

agua potable.

Animales Desnervados (SONX): con el fin de aislar al ovario del
componente simpatico, se realizd una seccion quirdrgica del nervio ovarico
superior. Esta se realizd mediante aproximacién dorsal, en animales
anestesiados con Ketamina (90mg/kg) y Xilazina (10mg/kg) bajo supervision
veterinaria. Los animales fueron mantenidos por 11-12 dias, tiempo en el cual
no existe reinervacion ovarica simpatica (Dissen y cols. 1994; Rosa e Silva y
cols. 2003).

Animales con Quistes Ovaricos (EV): para obtener animales con quistes
ovaricos que semejen algunas de las caracteristicas de la condicion quistica en
humanos, las ratas fueron inyectadas con una dosis intramuscular Unica de
valerato de estradiol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany)
(2mg/animal) en vehiculo oleoso (aceite de maiz) (Brawer y cols. 1978). Los

ovarios de estos animales fueron analizados 60 dias post inyeccién.
Animales con Quistes Ovaricos y Desnervacion (EV SONX): para

evaluar el efecto de la falta del control simpatico en ovarios con quistes, se

realizd una seccidn quirurgica del nervio ovarico superior a animales 60 dias
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después de la administracién de valerato de estradiol, tal como se sefiala en la
condicion SONX (ver arriba). Los animales se mantienen por 11-12 dias en esta

condicion y los ovarios son analizados.

2.1.2 Ratas Sprague-Dawley

Se utilizaron ratas hembras virgenes de 35 dias de edad de la cepa
Sprague-Dawley, provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Las ratas fueron mantenidas bajo
condiciones controladas en un régimen de luz/oscuridad (12horas luz y 12horas
oscuridad), temperatura (25°C), libre acceso a alimento (pellets para ratas,
Champion) y agua potable. Estas ratas fueron utilizadas para la obtencién de
células de la granulosa.

Todos los procedimientos experimentales han sido aprobados por el comité
de ética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

2.2 ESQUEMAS EXPERIMENTALES
2.2.1 Ratas Wistar

Esquema de generacion de las series experimentales:

RATAS WISTAR (HEMBRAS, VIRGENES, 180-200 GRS)
Se esperan Se esperan 60 dias Administracién Administracién Seccion _
60 dias y se realiza seccién dosis Unica dosis Unica qU|'rL'§rg|ca nervio
quirurgica nervio valerato de valerato de + ovarico superior
ovarico superior (se estradiol estradiol (se espera por
espera por 11-12 (2mg/animal), (2mg/animal), se ~ 11-12 dias)
dias) se esperan 60 esperan 60 dias
v v dias
ANIMALES ANIMALES ANIMALES ANIMALES
CONTROL SONX EV EV SONX
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Esquema de uso de tejidos:

OVARIOS RATAS WISTAR. SERIES EXPERIMENTALES

2 ovario para
cuantificar NE
(HPLC) Y NGF
(ELISA)

1 ovario,

1 ovario, se incuba en 1 ovario, se
se incuba en Zamboni para técnica de o) guarda a -80°C
solucién INMUNOHISTOQUIMICA
Krebs para 2 ovario para
medir cuantificar mRNA
LIBERACION (RT-PCR)
*HNE

2.2.2 Ratas Sprague-Dawley

Esquema de uso de tejidos

OVARIOS RATAS SPRAGUE-DAWLEY

'

Ovarios se pinchan para
obtener un pellet celular
enriquecido en células de
la granulosa. Se
cuantifica liberacion de
*HNE recién incorporada

2.3 INMUNOHISTOQUIMICA

2.3.1 Fijacién de los tejidos

Los ovarios fueron disecados y fijados en solucion de Zamboni por 48hrs,
4°C; luego enjuagados en PBS por 24hrs, 4°C y Sacarosa 20% en PBS por 24
hrs., 4°C. Posteriormente se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones
de 6um y se montaron sobre portaobjetos silanizados. Algunos ovarios,
después del procedimiento de fijacion, fueron almacenados a -80°C cubiertos
con criopreservante (Microm Laborgerate GmbH, Germany) hasta su imbibicion

en parafina.

15



2.3.2 Incubacion con anticuerpos especificos

Las secciones de tejido fueron desparafinadas sucesivamente en una
bateria de xilol (100%, 2 veces, 5min cada vez), isopropanol (100%, 2 veces,
5min cada vez), isopropanol (96%, 80%, 70%, 5 min cada vez). Se bloqued la
actividad peroxidasa por 20min a temperatura ambiente con solucion de
metanol 9%, perdxido de hidrogeno 6,3% en PBS 10mM. Posteriormente las
secciones se sometieron a tratamiento de recuperacion antigénica en tampon
citrato (1,8mM 4&cido citrico, 8,2mM citrato de sodio, pH 6,0) a 90°C por 30min
mas 20min de enfriamiento en la misma solucion.
A continuacion las secciones se incubaron con el primer anticuerpo a 4°C
durante toda la noche. Rabbit anti-rat Dopamine Transporter (DAT) (Alpha
Diagnostic Intl. Inc. San Antonio, TX, USA, 1:500), mouse anti-rat Tyrosine
Hydroxylase (TH) (DiaSorin, Stillwater, MN, USA, 1:500) y rabbit anti-rat
Norepinephrine Transporter (NET) (Chemicon International, Inc; 1:250).
Posteriormente se incub6d con anticuerpo secundario especifico (gamma
globulina biotinilada anti-rabbit y anti-mouse; 1:250) (Vector Laboratories,
Inc.Burlingame, CA), complejo avidina-biotina, peroxidasa (ABC, Vector
Laboratorios, Inc.Burlingame, CA) y finalmente se desarrollé color con DAB
(Vector Laboratories, Inc.Burlingame, CA.). En el caso de DAT, como control de
especificidad, se incubaron secciones de tejido con el primer anticuerpo
preabsorbido con el péptido DAT (Alpha Diagnostic Intl. Inc. San Antonio, TX,
USA)
Las secciones fueron observadas mediante un microscopio de luz Zeiss
Axioskop (Carl Zeiss, Jenna, Germany) y fotografiadas digitalmente (Nikon
Coolpix 995).
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2.4. MEDICION DE CONTENIDO DE mRNA MEDIANTE RT-PCR
SEMICUANTITATIVO Y EN TIEMPO REAL

Para la obtencién de RNA total se utilizé la mitad de un ovario, la otra mitad
se homogeneiz6 para cuantificar NGF y NE. EI RNA fue aislado mediante la
técnica descrita por Chomzcynski y Sacchi (1997) y se cuantific6 midiendo
absorbancia a 260nm, considerando la relacion 1D.O. = 40 ug/pl de RNA
(Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989). La pureza fue evaluada de acuerdo a la

razon de absorbancia 260/280 y la integridad por geles de agarosa.

2.4.1 Reaccion de la transcriptasa reversa (RT) para la obtencion de

DNA complementario (cDNA)

Para la obtencién de cDNA se tomaron 5ug de RNA total por muestra y se
incubaron en un régimen de 10min a 22°C, 60min a 37°C, 45min a 42°C y
10min a 96°C, con 1,6mM dNTPs, 10mM DTT, 176nM partidores hexameros
azarosos (Invitrogen, Carlsbad, CA), 25pmol RNAsin (Promega, Madison, Wis),
125U transcriptasa reversa SuperScriptll (Invitrogen, Carlsbad, CA), en buffer
para transcripcion reversa proporcionado por el proveedor, en un volumen final
de 30ul.

2.4.2 Amplificacion mRNAs de interés mediante Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR), procedimiento semicuantitativo.

Para analizar la presencia de mRNAs de interés se incubaron diluciones
conocidas de cDNA con 3mM MgCl,, TmM dNTPs, 15pmol de cada partidor, 1U
de DNA Taq polimerasa (Promega, Madison, Wis, USA), en un volumen final de
60ul. La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador MJ Research PT-100
(MJ Research Inc., Watertown, MA) con un régimen de denaturacion de 94°C
por 1min, seguido de 21 (R-actina) y 35 (p75NTR y NGF) ciclos de
apareamiento a 60°C (R-actinay NGF) y 63°C (p75NTR) por 1min y extension a

72°C por 1min, finalmente 10min a 72°C. La secuencia de los partidores fue

17



previamente publicada (Yang y cols. 1995; Dissen y cols. 2000a; Greiner y cols.
2001). Para corroborar que las muestras de RNA no se encuentran
contaminadas con DNA genomico, los partidores para [-actina fueron
disefiados a partir de una secuencia codogénica que posee una seccion
intronica, generando asi un amplificado para mMRNA de 315pb y para la
secuencia genomica de 809pb. De manera paralela a la amplificacion de los
transcritos de interés y como control negativo de los procedimientos usados, en
la reaccion de transcripcion reversa el RNA fue reemplazado por agua y en las
reacciones de PCR, el cDNA fue reemplazado por agua o RNA. Los productos
de RT-PCR fueron separados en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro
de etidio (1mg/ml) al 0,033%v/v, en una solucién de TBE (90mM Tris borato,
2mM EDTA) y posteriormente fotografiados (Peliculas Polapan 667, Polaroid,
Cambridge, USA). Las imagenes fueron capturadas en un scanner (CanoScan
FB330P, Canon Inc.) y la intensidad de las bandas fue cuantificada mediante el
programa UN-SCAN-IT (version 4.1 para Windows, Silk Scientific Inc., Orem,
UT). Los resultados obtenidos fueron normalizados con respecto a la intensidad

de la banda obtenida para el gen de expresion constitutiva 3-actina.

2.4.3 Amplificacion de mRNAs de interés mediante PCR en Tiempo Real

Se utilizé este procedimiento para la cuantificacion del contenido de mRNA
para TH, DAT y Ciclofilina en ovario de rata.
Para analizar el mRNA para TH la reaccion se llevé a cabo en un termociclador
Light Cycler (Roche Diagnostic), el producto amplificado fue detectado con
SYBR Green, el que esta incluido en la mezcla para PCR FastStar Master
SYBR Green | mix (Roche Diagnostic). La reaccion se realizé en un volumen de
20ul con 1,5mM de MgCl,, 0,75uM de cada partidor y 1ul de cDNA. La
secuencia de los partidores para tirosina hidroxilasa fue la siguiente: sentido 5'

ggt-cta-ctg-tcc-gec-cgt-gat-t 3’ y antisentido 5’ gag-ctt-gtc-ctt-ggc-gtc-att-g 3’ Los
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partidores fueron disefiados a partir de la secuencia para Tirosina hidroxilasa
publicada en Genebank: numero de acceso NM_12740.

La reaccién de amplificacién se llevd a cabo siguiendo el siguiente esquema:
activacion de Taq polimerasa a 95°C por 10min, 45 ciclos con denaturaciéon a
95°C por 10seg, apareamiento a 60°C por 10seg, extension a 72°C por 25seg.
El producto de PCR fue cuantificado midiendo la fluorescencia dada por la
union del SYBR Green al producto de doble hebra en cada ciclo,
inmediatamente después del proceso de extension. Con el fin de comparar si el
producto de PCR formado en cada una de las muestras ensayadas es el
mismo, se realiza un proceso de desapareamiento de las dobles hebras
generadas. Este se lleva a cabo haciendo un barrido de temperatura entre 78 y
85°C y midiendo la fluorescencia a las distintas temperaturas. Las curvas de
fluorescencia fueron analizadas con el programa Light Cycler, version 3.5

(Roche Diagnostic).

Para mRNA DAT la reaccién se llevé a cabo en un termociclador MJ
Research PT-200 (MJ Research Inc., Watertown, MA, comprado a través de
Proyecto Mecesup 0208 de Apoyo al Doctorado en Farmacologia, Universidad
de Chile) asociado a un detector de luminiscencia Chromo 4 (MJ Research Inc.,
Watertown, MA). El producto amplificado fue detectado con SYBR Green, el
que en este caso estaba incluido en la mezcla para PCR Platinum SYBR Green
PCR Super MIX UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA). La reaccioén se realizé en un
volumen de 25ul con 2,4mM de MgCl,, 0,16uM de cada partidor y 2ul de cDNA.
La secuencia de los partidores para el transportador de dopamina fue la
siguiente: sentido 5’ acc-ttc-ttc-ccg-gag-cac-tgg 3’ y antisentido 5’ gca-ttt-aac-
acc-ctg-gta-gca-cat 3. Los partidores fueron disefiados a partir de la secuencia
para DAT publicada en el GeneBank: numero de acceso NM _012694. El
esquema de amplificacion es como sigue: activacion de Taq polimerasa a 95°C

por 10 min, 40 ciclos con: denaturacion a 94°C por 15seg, apareamiento a 58°C
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por 15seg, extension a 72°C por 20seg. El producto de PCR fue cuantificado
midiendo la fluorescencia dada por la union del SYBR Green al producto de
doble hebra en cada ciclo, inmediatamente después del proceso de extension.
La curva de desapareamineto se realizd mediante un barrido de temperatura
entre 78°C-85°C. Las curvas de fluorescencia fueron analizadas con el

programa Opticon Monitor 2.3 (MJ Research Inc, Watertown, MA).

Con el fin de expresar el contenido de los mMRNAs de interés con respecto a
un mMRNA de expresion constitutiva, se evalué para cada caso el contenido de
MmRNA para ciclofilina. La secuencia de los partidores para ciclofilina se
encuentra publicada en Dissen y cols 2000b.

Para las amplificaciones de mRNA ciclofilina realizadas en conjunto con las
determinaciones de mRNA TH (equipo Light Cycler, Roche y PCR FastStar
Master SYBR Green | mix), la muestra fue sometida a las siguientes
condiciones: activacion de Taq polimerasa a 95°C por 10min, 40 ciclos con:
denaturacion a 95°C por 10seg, apareamiento a 64°C por 10seg, extensién a
72°C por 25seg. Con el fin de comparar si el producto de PCR formado en cada
una de las muestras ensayadas es el mismo, se realiza un proceso de
desapareamiento de las dobles hebras generadas. Este se lleva a cabo
haciendo un barrido de temperatura entre 78°C-85°C y midiendo Ia
fluorescencia a las distintas temperaturas. Las curvas de fluorescencia fueron

analizadas con el programa Light Cycler, version 3.5 (Roche Diagnostic).

Para las determinaciones en conjunto con mRNA DAT (equipo MJ
Research, Platinum SYBR Green PCR Super MIX UDG), la muestra fue
sometida al siguiente régimen: activacion de Taq polimerasa a 95°C por 10min,
37 ciclos con: denaturacion a 94°C por 15 seg, apareamiento a 64°C por 15seqg,
extension a 72°C por 20seg. El producto de PCR fue cuantificado midiendo la

fluorescencia dada por la uniéon del SYBR Green al producto de doble hebra en
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cada ciclo, inmediatamente después del proceso de extension. La curva de
desapareamineto se realizé6 mediante un barrido de temperatura entre 78°C-
85°C. Las curvas de fluorescencia fueron analizadas con el programa Opticon
Monitor 2.3 (MJ Research Inc, Watertown, MA).

En ambos casos el volumen de cDNA ciclofilina analizado fue de 1ul. Cada
ensayo fue realizado usando controles positivos y negativos (cDNA de glandula
adrenal y agua destilada, respectivamente) y en condiciones de esterilidad para

prevenir falsos positivos.

2.5 CUANTIFICACION DE NGF

Como se menciond anteriormente, los ovarios de interés fueron partidos por
la mitad y se utilizé una mitad para la obtencion de RNA total y la otra mitad
para la medicion de NGF y NE. Estos procedimientos se realizaron de manera
simultanea. La mitad utilizada para la medicion de NGF y NE fue pesada y
homogeneizada manualmente con un homogenizador vidrio/vidrio en hielo, en
una relacion 1:4 con tampon fosfato Dulbecco (DPBS, pH 7,35).
Para la medicion de NGF se separé '/3 del volumen homogeneizado, se
centrifugd a 13414xg por 15min a 4°C, el sobrenadante se diluy6 1:10 en DPBS
y se guardé a -80°C hasta su uso. EI NGF fue cuantificado mediante el kit
comercial NGF E-ma® ImmunoAssay System (Promega Corporation, Madison,
WI). Cada placa de 96 pocillos para ELISA se cubrié durante la noche con
primer anticuerpo policlonal para NGF (pAb; 1:6250; 100ul por pocillo) en buffer
carbonato (0,05M bicarbonato/carbonato de sodio, pH 9,7). Al dia siguiente se
removid el contenido de los pocillos y la placa fue lavada con tampon Tris-salino
con Tween (TBST; 20mM Tris-HCI, pH7,6; 150mM NaCl; 0,05% v/v Tween®20).
Posteriormente se incubd por 1hr a temperatura ambiente con block and sample
buffer (1:4; 200ul por pocillo). Dos columnas en la placa de ELISA se destinaron

para la curva estdandar de NGF segun las indicaciones del fabricante. Las
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concentraciones finales del estandar en cada pocillo fluctuaron entre O-
500pg/ml.

Se tomaron alicuotas de 200ul de muestra, se agregaron a los pocillos y se
realizaron dos diluciones sucesivas. La placa se incubo por 6hrs a temperatura
ambiente bajo agitacion constante, posteriormente se agregé el segundo
anticuerpo monoclonal anti-NGF (mAb 1:4000; 100ul por pocillo) y se dejoé por
la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavdé con TBST y se agrego el tercer
anticuerpo anti-rat IgG conjugado con Peroxidasa (1:100; 100ul por pocillo), se
incubd por 2,5hrs bajo agitacion a temperatura ambiente.

Posteriormente se agregd 100ul/pocillo de cromégeno TMB, se incubd por
10min a temperatura ambiente y con agitacién. La reaccion se detuvo al
agregar 100pl/pocillo de HCI 1N. Se leyé absorbancia a 450nm en un lector de
placas de ELISA.

2.6 CUANTIFICACION DE NOREPINEFRINA MEDIANTE HPLC

A los ?/5 de volumen restante de la homogeneizacién en tampén Dulbecco,
se le agreg6 acido perclérico 0,25N en relacion 1:4 y se centrifugd a 7937xg por
3min a 4°C. El sobrenadante se guardo a -80°C hasta su uso.
Para llevar a cabo la cuantificacion de NE, el sobrenadante se filtré en un filtro
estéril de 0,22um y se inyectaron 20ul en un HPLC (Waters P600, Milford,
USA), el que posee una columna de fase reversa C18 (BAS MF 6213 ODS
3um, West Lafayette, USA) y esta asociado a un detector electroquimico
(Waters 464, Milford, USA). La fase movil contiene 100mM NaH;POg4, 1,29mM
octil-sulfato, 0,02% EDTA y 0,5% acetonitrilo (pH 2,5) y fluyé a 1ml/min. Se
utilizé un potencial de 650mV y una sensibilidad de 1nA en el detector
amperométrico. Bajo estas condiciones de trabajo, el tiempo de retencion para
NE fue de 4min. Paralelamente se realizd una curva estandar con distintas

concentraciones de NE entre 25-400pg.
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2.7 LIBERACION DE *H-NOREPINEFRINA (*HNE) EN OVARIO in vitro

El procedimiento fue realizado de acuerdo a lo publicado anteriormente por
nuestro laboratorio con algunas modificaciones (Ferruz y cols. 1991; Ferruz vy
cols. 1992; Lara y cols. 1993). Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién, se
extrajeron los ovarios y uno de ellos se preincubé a 37°C por 10min en tampodn
Krebs-bicarbonato (pH 7,4) burbujeado constantemente con una mezcla de
95% 0,/5% CO,. A continuacién se incubd con 2ul/ml de *HNE (levo-[2,5,6->H]-
norepinefrina, 52 Ci/mmol, NEN, Perkin Elmer Life Sciences, Inc), por 30min a
37°C. Posteriormente el exceso de *HNE se eliminé con 6 lavados de 10min
cada uno con tampon Krebs-bicarbonato. Los ovarios se transfirieron a una
camara de superfusion termorregulada y fueron bafiados con Krebs-bicarbonato
a un flujo constante de 1,5ml/min. Se colectaron fracciones de 1min, después
de 3min el ovario fue sometido a una corriente de pulsos eléctricos monofasicos
(80V, 10Hz, 10mseg/pulso por 1min) conducidos a través de un par de
electrodos de platino y generados por un estimulador eléctrico Grass S-4 (Grass
Instruments, Quince, MA). Se colectaron 4 fracciones posteriores. Después de
este primer periodo de estimulacion, los ovarios se incubaron con Krebs-
bicarbonato mas Tetraetilamonio (TEA, 10mM) por 10min a 1,5ml/min. ElI TEA
es un bloqueador de canales de potasio que favorece la liberacion de NE desde
los terminales nerviosos en respuesta a la estimulacion eléctrica (Wakade vy
cols. 1980). Los ovarios fueron sometidos a un segundo tren de estimulos en
presencia de Krebs-bicarbonato-TEA. En cada ensayo de liberacion, los ovarios
de los animales de las diferentes condiciones experimentales fueron
estimulados en paralelo con ovarios de animales control. Al término del
experimento, para medir la radioactividad incorporada por el tejido, los ovarios
fueron homogeneizados en acido perclérico 0,4N y el contenido de *HNE fue
medido en un contador beta (Packard Liquid Scintillation Analyzer 1600TR;
72, 5% eficiencia para *H). Para calcular la liberacién de *HNE desde los

ovarios, se cuantific6 de la manera anterior el contenido de radiactividad en
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cada una de las fracciones colectadas. La liberacion, que esta representada por
el eflujo de *HNE desde los terminales nerviosos del ovario, se expresd como
liberacion fraccional, es decir, como porcentaje de la radiactividad presente en

el tejido (Ferruz y cols. 1991; Ferruz y cols. 1992).

2.8 LIBERACION DE *H-NOREPINEFRINA (*HNE) EN OVARIO in vitro EN
PRESENCIA DE COCAINA

Con el fin de comparar de manera mas precisa el efecto de la presencia de
cocaina en el medio, el ovario de rata fue partido en dos y una mitad se incubo
con Krebs-bicarbonato y la otra con Krebs-bicarbonato mas cocaina 10uM por
10min a 37°C. A continuacién se incubé con 2ul/ml de *HNE (levo-[7,8-*H]-
norepinefrina, 40 Ci/mmol, Amersham Biosciences, UK) por 30min a 37°C.
Posteriormente el exceso de *HNE se eliminé con 6 lavados de 10min cada uno
con tampon Krebs-bicarbonato. La mitad de ovario con cocaina fue lavada las 2
primeras veces con tampdn Krebs-bicarbonato mas cocaina 10uM, con el
objeto de evitar la recaptura de *HNE en el terminal nervioso. Los ovarios se
incuban con Krebs-bicarbonato mas Tetraetilamonio (TEA 10mM) por 10min a

1,5ml/min y se continud el experimento como se sefala anteriormente.

2.9 LIBERACION DE °*H-NOREPINEFRINA (*HNE) EN CELULAS DE
GRANULOSA in vitro

Con el fin de analizar la capacidad de liberacion de NE por parte de las
células de la granulosa, se procedio a aislarlas del resto de las estructuras
ovaricas. Para eso los ovarios fueron pinchados con una aguja sobre un pocillo
de vidrio que contenia 50yl de Krebs-bicarbonato. Al pinchar el ovario
aleatoriamente, se obtiene una suspension celular enriquecida en granulosas.
El procedimiento se repitid 2 veces y el volumen final se incub6 por 10min a
37°C. La suspensién fue centrifugada a 3600xg por 6min y el sobrenadante fue

desechado. Posteriormente se adicionaron 500ul de una solucion 1ul/ml de
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SHNE (levo-[7,8-2H]-norepinefrina, 40 Ci/mmol, Amersham Biosciences, UK) y
se incubd por 30min a 37°C. Pasado el proceso de incubacion, la suspension
de granulosas fue centrifugada a 3600xg por 6min y el sobrenadante fue
guardado a 4°C hasta la cuantificacion de la reactividad. El pellet celular fue
resuspendido en 500ul Krebs-bicarbonato, incubado a 37°C por 10min y
centrifugado a 3600xg por 6min de manera de arrastrar la radiactividad
adsorbida. Este procedimiento se repitid 2 veces y en cada ocasion los
sobrenadantes fueron guardados a 4°C para su cuantificacién. A continuacion,
para semejar un estimulo eléctrico, el pellet fue resuspendido en 500ul de
solucion Krebs alta en potasio (80mM K). Se incubd por 10min a 37°C y se
procedié a centrifugar como se sefiala anteriormente. Finalmente el pellet fue
resuspendido en 500ul de Krebs normal. Se procedié igual que en los pasos
anteriores y el pellet final fue resuspendido en 500ul de 0,4N acido percloérico y

se contd la radiactividad.

2.10 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados estan expresados como valor promedio + error estandar. Las
diferencias entre los grupos experimentales se evaluaron usando el test t de

Student, considerando p<0,05 como significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 OBJETIVO 1
Establecer la existencia de cambios en el balance del complejo
neurotrofico en la condicion quistica que favorezcan la activacion del

sistema nervioso ovarico intrinseco.

3.1.1 Morfologia ovarica y ciclicidad estral en animales tratados con
valerato de estradiol

Los animales adultos tratados con valerato de estradiol (Figura 3: B y D), al
cabo de 60 dias, presentan una morfologia ovarica caracteristica. Se observan
quistes ovaricos, inexistencia de cuerpos luteos y un tamano considerablemente
menor comparado con un ovario de animal control (A y C), existe, ademas,
pérdida de la ciclicidad estral (Brawer y cols. 1978). En el panel izquierdo de la
figura 3 se puede comparar la ciclicidad de las ratas control con la situacion
aciclica de estro constante que presentan los animales con quistes. La
determinaciéon del metaestro se hizo dificil debido a que la duracion en la rata es
menor a 1 dia, por lo que se decididé excluir este estado del ciclo estral en la
figura 3.

3.1.2 Efecto del tratamiento con valerato de estradiol y la desnervacion
sobre la concentracion de mRNA para NGF en el ovario

La determinacion del contenido de mRNA para NGF y de otros transcritos de
interés se realiz6 mediante RT-PCR semicuantitativo. Las curvas de calibracién
para la amplificacion de cada transcrito se muestran en la figura 4. Los
resultados de la figura 5 muestran que no existen cambios en la concentraciéon
de mRNA para NGF en los animales SONX (1,1+0,1; n: 7, ns) ni en los
animales EV (1,0£0,2; n: 4; ns) con respecto al control (1,0+0,1; n: 9). Por el

contrario en los animales EV SONX, existe un aumento estadisticamente
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significativo de la concentracion de este transcrito (2,4+0,5; n: 4; p<0,01).

Control

EV

Om™ OmMmTW OmMW™ OmMmT™ Om™

Control

EV

Quistes

EV

Quistes

Figura 3: Efecto de la administracion de valerato de estradiol (EV) en la morfologia y
ciclicidad ovarica.
En el panel de la izquierda se observan los patrones de ciclicidad de animales tratados con
valerato de estradiol y animales control. Los animales EV presentan una pérdida de ciclicidad
estral en comparacion con los animales control, permaneciendo mayoritariamente en
condicion de estro (P: proestro, E:estro, D:diestro). En el panel de la derecha se observa la
morfologia de los ovarios control y los ovarios de animales tratados con valerato de estradiol.
Estos ultimos presentan abundantes quistes y disminucion de tamafio. Se observa ademas la
desaparicion de cuerpos luteos (CL), lo que se relaciona con la pérdida de ciclicidad estral y
consiguiente anovulacion. Barra: 1mm. (A y C: animales control; B y D: animales EV).
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Figura 4: Curvas de calibracion para la amplificacién de los respectivos transcritos para B-
actina, NGF y p75NTR mediante PCR semicuantitativo.

Al lado izquierdo se muestran las fotografias de geles representativos de las diferentes curvas de
calibracién y al lado derecho se muestran las graficas obtenidas, expresadas en pixeles con
respecto a la concentracion de RNA agregado a la reaccion.

A. La amplificaciéon de R-actina se llevd a cabo bajo un régimen de 21 ciclos y temperatura de
apareamiento de 60°C, el tamafo del fragmento es de 351pb. B. Para el transcrito para NGF la
amplificacion se realizé en 35 ciclos con una temperatura de apareamiento de 60°C, el tamafio del
fragmento generado es de 461pb. C. La amplificacion para p75NTR se realizé en 35 ciclos con
una temperatura de apareamiento de 63°C y el producto de PCR amplificado corresponde a
247pb.

Para la amplificacion de todos los transcritos, en cada una de las reacciones se tomaron 30ng de
RNA iniciales. El analisis de los pixeles se obtuvo con el programa UN SCAN IT.
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Figura 5: Concentracion de mRNA para NGF.

La figura representa la concentracion de mRNA para NGF en animales control (1,0+0,1) control
desnervado (SONX) (1,1+0,1), con quistes (60 dias post administracion de dosis uUnica de valerato
de estradiol) (EV) (1,0£0,2) y con quistes desnervados (EV SONX) (2,4+0,5). La concentracién de
mMRNA para NGF se expresa como el nimero de pixeles correspondientes a la banda del producto
de PCR, obtenidos del gel de electroforesis, con respecto a los pixeles obtenidos para el gen de
expresion constitutiva -actina. Los datos son corregidos al asignar el valor 1 a la razén pixeles
mRNA NGF/pixeles mRNA R-actina de los animales control. El valor absoluto para los controles fue
de 1,4+0,3 (pixeles NGF/pixeles R-actinatSEM). Las barras verticales representan el valor
promedio * error estandar y los valores entre paréntesis corresponden al nimero de animales por
grupo. Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como
significativo. ** p<0,01 con respecto al control.
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3.1.3 Efecto del tratamiento con valerato de estradiol y la desnervacion
sobre la concentracion del péptido NGF en el ovario

Para determinar la concentracion de NGF en las muestras de interés, se
realizd un ELISA, con un kit comercial. En la figura 6 se observa que no existen
cambios en la concentracion de NGF, tanto en los animales SONX
(8,7£0,7ng/mg; n: 15; ns), como en los EV (7,9+0,7ng/mg; n: 12; ns) y como en
los EV SONX (7,9+0,8ng/mg; n: 10, ns) con respecto al control (8,4+0,5ng/mg;
n: 13).
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Figura 6: Concentracion de NGF.

La figura representa los ng de NGF por mg de ovario en animales control (8,4+0,5), control
desnervado (SONX) (8,7+0,7), con quistes (60 dias post administracion de dosis Unica de valerato
de estradiol) (EV) (7,910,7) y con quistes desnervados (EV SONX) (7,9+0,8). La determinacion se
realiz6é mediante un kit comercial de ELISA para NGF (Promega). Las barras verticales
representan el valor promedio + error estandar y los valores entre paréntesis corresponden al
numero de animales por grupo. Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, sin
que se encontraran diferencias significativas.
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3.1.4 Efecto del tratamiento con EV y la desnervacion sobre la
concentracion de mRNA para p75NTR en el ovario

La concentracion de mRNA para p75NTR en ovario se midid6 mediante RT-
PCR semicuantitativo. Los resultados de la figura 7 muestran que existen
cambios estadisticamente significativos en la concentracion de mRNA para
p75NTR en los animales SONX (2,310,6; n: 5; p<0,05), EV (2,2+0,6; n: 4;
p<0,05) y EV SONX (3,0£0,9; n: 3; p<0,001) con respecto al control (1,0£0,1; n:
9).
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Figura 7: Concentracion de mRNA para p75NTR.

La figura representa la concentracion de mRNA para p75NTR en animales control (1,0£0,1),
control desnervado (SONX) (2,3+0,6), con quistes (60 dias post administracion de dosis Unica de
valerato de estradiol) (EV) (2,240,6) y con quistes desnervados (EV SONX) (3,0+0,9). El
contenido de mRNA para p75NTR se expresa como el numero de pixeles correspondientes a la
banda del producto de PCR, obtenidos del gel de electroforesis, con respecto a los pixeles
obtenidos para el gen de expresion constitutiva 3-actina. Los valores son corregidos al asignar el
valor 1 a la razén pixeles mRNA p75NTR/pixeles mRNA B-actina de los animales control. El
valor absoluto para los controles fue de 0,6+0,2 (pixeles NGF/pixeles R-actinatSEM). Las barras
verticales representan el valor promedio + error estdndar y los valores entre paréntesis
corresponden al nimero de animales por grupo. Los datos fueron comparados mediante el test ¢
de Student, considerando p<0,05 como significativo. * p<0,05 con respecto al control; ***
p<0,001 con respecto al control.
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3.1.5 Efecto del tratamiento con valerato de estradiol y la desnervacion
sobre la concentracion de NE en el ovario

Las muestras de ovario de las diferentes series experimentales fueron
homogeneizadas en tampén Dulbecco y la NE fue cuantificada en un HPLC
asociado a un detector electroquimico. Los resultados se expresan en pg/mg de
ovario. En la figura 8 se observa que la concentracion de NE en los animales
SONX disminuye de manera significativa con respecto al control
(14,1+5,5pg/mg; n: 7 vs 108,31£33,6 pg/mg; n: 3; p<0,01). Por el contrario, los
animales EV presentan un aumento en la concentracion de NE
(343,0+3,0pg/mg; n: 5; vs 108,3+33,6pg/mg ovario; n: 3; p<0,01) con respecto al
control. Los EV SONX presentan una menor concentracion de NE, siendo
comparables con un animal control (91,5+20,9pg/mg; n: 4 vs 108,3+33,6pg/mg

ovario; n: 3, ns).
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Figura 8: Concentracion de NE.

La figura representa los pg de NE por mg de ovario en animales control (108,3+33,6), control
desnervado (SONX) (14,1£5,5), con quistes (60 dias post administracion de dosis Unica de
valerato de estradiol) (EV) (343,3+£27,2) y con quistes desnervados (EV SONX) (91,5+20,9). La
determinacion se realiz6 mediante HPLC acoplado a un detector electroquimico. Los pesos de
los ovarios expresados en mg fueron los siguientes: control (45,1+0,7), SONX (45,814,6), EV
(19,0+£2,9) y EV SONX (22,244,7). Las barras verticales representan el valor promedio * error
estandar y los valores entre paréntesis corresponden al nimero de animales por grupo. Los
datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como
significativo.

* * p<0,01 con respecto al control; && p<0,01 con respecto a sonx; &&& p<0,001 con respecto
a sonx; # p<0,05 con respecto a ev.
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En la figura 9 se muestra el grafico obtenido al expresar los ng de NE por
ovario. Se observa que los animales SONX presentan una disminuciéon en el
contenido de NE con respecto al control (0,6£0,2; n: 7 vs 4,9%1,4; n: 3; p<0,01).
Los animales EV y EV SONX no difieren del control, pero si entre ellos (6,5+1,0;
n: 5 vs 2,210,8; n: 4; p<0,05).
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Figura 9: Contenido de NE.

La figura representa los ng de NE por ovario en animales control (4,9+1,4), control desnervado
(SONX) (0,6£0,2), con quistes (60 dias post administracion de dosis Unica de valerato de
estradiol) (EV) (6,5+1,0) y con quistes desnervados (EV SONX) (2,210,8). La determinacion se
realiz6 mediante HPLC acoplado a un detector electroquimico. Las barras verticales
representan el valor promedio + error estandar y los valores entre paréntesis corresponden al
nuamero de animales por grupo. Los datos fueron comparados mediante el test { de Student,
considerando p<0,05 como significativo.

** p<0,01 con respecto al control; & p<0,01 con respecto a sonx; &&& p<0,001 con respecto a
sonx; # p<0,05 con respecto a ev.
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3.2 Objetivo 2
Caracterizar al sistema nervioso ovarico intrinseco mediante la busqueda

de un marcador molecular

3.2.1 Efecto del tratamiento con valerato de estradiol y la desnervacion
sobre la concentracion de mRNA TH en el ovario

La cuantificacion del mRNA para TH en ovario se realiz6 mediante un
ensayo de RT-PCR en Tiempo Real. Las curvas de calibracion obtenidas para
la amplificacion de este transcrito se muestran en la figura 10. Como se observa
en la figura 11, el transcrito esta presente en todas las condiciones estudiadas.
En los animales EV (14791369, n: 10; ns) y EV SONX (2077+£1038; n: 7; ns) no
existen diferencias en la concentracién del transcrito con respecto al control
(1718+787,4; n: 10). Por el contrario los animales SONX presentan un aumento
significativo en la concentracion de este transcrito (21996+8259; n: 5; p<0,01)

en comparacion a un animal control.
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Figura 10: Curvas de calibracion para amplificacion de mRNA para TH mediante RT-PCR en

Tiempo Real.

En A se muestra el perfil de amplificaciones para mRNA para TH generado usando diferentes
cantidades de cDNA en un animal control. En B se muestra el andlisis de regresién lineal de la
curva estadndar obtenida con diferentes concentraciones de cDNA. En C (parte superior) se
muestra la curva de desapareamiento para el producto de PCR amplificado en las muestras de
cada animal. El que el producto amplificado en todas las muestras presente el mismo patréon de
desapareamiento indica que éste es el mismo en todos los animales estudiados. En C (parte
inferior) se muestra el andlisis matematico de la curva de desapareamiento que permite establecer
que el producto amplificado en cada muestra es efectivamente el mismo, ya que todos presentan

un maximo a la misma temperatura.
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Figura 11: Concentracion de mRNA para TH.
La figura muestra la concentraciéon de mRNA para TH, obtenida mediante RT-PCR en Tiempo
Real para animales control (1718+787), control desnervado (SONX) (21996+8259), con
quistes (60 dias post administracion de dosis Unica de valerato de estradiol) (EV) (1479+369) y
con quistes desnervados (EV SONX) (2077+1038). Los valores representan la concentracion
de mRNA para TH dividida por la concentracion de mRNA para el gen de expresion
constitutiva ciclofilina para cada animal. Los valores de ciclofilina fueron normalizados con
respecto al control. Las barras representan el valor promedio + error estandar y los valores
entre paréntesis corresponden al nUmero de animales analizados por grupo. Los datos fueron
comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como significativo.
** p<0,01 con respecto al control.

3.2.2 Cambios en la inmunorreactividad para TH en ovarios de rata por
efecto de desnervacioén y de administracion de valerato de estradiol
Mediante el uso del anticuerpo anti-TH en cortes de tejido ovarico, fue
posible observar la presencia de fibras nerviosas inmunorreactivas para TH en
todas las series experimentales estudiadas. Las fibras se encuentran asociadas
mayoritariamente a estructuras foliculares y a vasos sanguineos (figura 12). En
los animales SONX existe una disminucién de las estructuras marcadas y en los
animales EV un aumento de éstas, lo que se condice con lo reportado por la

literatura (Lara y cols. 1993) en relacién a un aumento en las fibras nerviosas
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catecolaminérgicas en la situacion de quistes. En los animales EV SONX se ve
inmunorreactividad similar a la presente en animales control.

No se observan, de manera evidente, marcas inmunorreactivas para estructuras
compatibles con cuerpos neuronales en ninguna de las series experimentales

estudiadas.

A: CONTROL

Figura 12: Inmunohistoquimica para
TH en las diferentes series
experimentales.

Las fotografias corresponden a cortes de
tejido de ovario tratados con anti-TH
(DiaSorin 1:500). En A (control), en el
panel izquierdo se observa una célula

con forma de neurona, que se encuentra
B: SONX en el tejido intersticial barra: 25um. En el

panel derecho hay marcas de fibras
presentes en zonas intersticiales, barra:
62,5um. B corresponde a cortes de
ovarios SONX, se observan marcas para
TH en zonas cercanas a los vasos
sanguineos, barra: 62,5um. C
corresponde a animales EV. Las fibras
se encuentran principalmente en la zona
de las células intersticiales y cerca de los

vasos sanguineos y estan en mayor

C:EV
cuantia que en la situacion control, barra:
62,5um. D corresponde a la
inmunotincion de fibras en animales EV
SONX, éstas se encuentran en las
mismas zonas que los cortes anteriores,
pero en menor cuantia con respecto a la
situacion quistica, barra: 62,5um. Las
flechas corresponden a las marcas de
inmunotincion. vs: vaso sanguineo, i:

D: EV SONX zona intersticial.
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3.2.3 Inmunorreactividad para NET en ovario control

La presencia de NET se analizé6 mediante inmunohistoquimica en cortes de

tejido de ovario control. En la figura 13 no se observan marcas claras de

inmunotincion para este transportador (B) en comparacion con el control

negativo (A), como si ocurre para el control positivo.

A

Figura 13: Inmunohistoquimica para
NET en animales control

En las fotografias se observa cortes de
tejido con anti-NET (Chemicon 1:250).
A corresponde a un control negativo
con suero normal de conejo. B
corresponde a un corte de ovario
tratado con rabbit anti-NET, en el no
se observan diferencias significativas
en la inmunotincién con respecto al
control negativo. C corresponde a un
control positivo para NET en células
del cerebelo. Barra en A y B: 500um,
en C barra: 250um. F: foliculos; CL:
cuerpos luteos; I: células intersticiales.
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3.2.4 Efecto del tratamiento con valerato de estardiol y la desnervacion
sobre la concentracion de mRNA para DAT en el ovario

La cuantificacion del mRNA para DAT en ovario se realiz6 mediante un
ensayo de RT-PCR en Tiempo Real. Los datos de la curva de calibracion se
muestran en la figura 14. Como se observa en la figura 15, el transcrito esta
presente en todas las condiciones estudiadas. En los animales EV (1,3£0,2; n:8;
ns) y EV SONX (1,0+0,3; n: 7; ns) no existen diferencias en la concentracion del
transcrito con respecto al control (1,7+0,5; n:4). Por el contrario los animales
SONX presentan un aumento significativo en la concentracién de este transcrito

(9,2+2,1; n: 6; p<0,05) en comparacién a un animal control.
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Figura 14: Curvas de calibracion para amplificacion de mRNA para DAT mediante RT- PCR en
Tiempo Real

En A se muestra el perfil de amplificaciones para mRNA para DAT a partir de ¢cDNA en un animal
control. En B se muestra el analisis de regresion lineal de la curva estandar obtenida con diferentes
concentraciones de cDNA. En C (1) se muestra la curva de desapareamiento para el producto de PCR
amplificado en las muestras de cada animal. El que el producto amplificado en todas las muestras
presente el mismo patron de desapareamineto indica que éste es el mismo en todos los animales
estudiados. En C (2) se muestra el analisis matematico de la curva de desapareamiento que permite
establecer que el producto amplificado en cada muestra es efectivamente el mismo, ya que todos
presentan un maximo a la misma temperatura.
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Figura 15: Concentracion de mRNA para DAT.

La figura representa la concentracién de mRNA para DAT obtenida por RT-PCR en Tiempo Real en
animales control (1,61+0,51), control desnervado (sonx) (9,16+2,0), con quistes (60 dias post
administracién de dosis Unica de valerato de estradiol) (ev) (1,29+0,2) y con quistes desnervados (ev
sonx) (1,00+0,34). Los valores representan la concentracion de mRNA para DAT dividida por la
concentracion de mRNA para el gen de expresion constitutiva ciclofilina para cada animal. Las barras
representan el valor promedio + error estandar y los valores entre paréntesis corresponden al niumero
de animales por grupo. Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando
p<0,05 como significativo.

* p<0,05 con respecto al control, && p<0,01 con respecto a sonx, &&& p<0,001 con respecto a sonx.

3.2.5 Inmunorreactividad para DAT en ovarios de las diferentes series
experimentales

Mediante el uso del anticuerpo anti-DAT en cortes de tejido ovarico (figura
16) fue posible observar la presencia de estructuras celulares inmunorreactivas
para DAT en animales control (A, C, D) y la desaparicién de éstas con el uso de
anticuerpo preabsorbido con el péptido DAT (B, D, F). En la figura 17 se
observa que existe una marca intensa para DAT en las células de la granulosa,
células intersticiales y células luteas de todas las muestras analizadas. Es
interesante sefalar que no existe marca inmunorreactiva en las células de la

teca en ninguno de los cortes estudiados.
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Figura 16: Inmunohistoquimica para DAT en ovarios control.

Las fotografias corresponden a cortes de tejido de ovario control tratados con anti-DAT
(Alphadiagnostic Inc. 1:500) y anti-DAT preadsorbido con el péptido DAT. A 'y C se observa la
marca para DAT en las células de la Granulosa, en células del cuerpo luteo y células intersticiales.
E corresponde a una magnificaciéon de C y se observa que la marca para DAT también esta
presente en el ovocito. Hay que destacar que las células de la Teca carecen de marca para DAT.
B, D y F corresponden a tejido tratado con anti-DAT preadsorbido con el péptido DAT. Se observa
claramente la desaparicién de la marca que se obtiene al tratar con el anticuerpo sin adsorber, lo

que indica que las marcas observadas en A, C y E son especificas. T: teca, G: granulosa, O:
ovocito, L: cuerpo luteo, I: células intersticiales. Barra: 500pum excepto E: 250 ym.
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Figura 17: Inmunohistoquimica para DAT en series experimentales.

Las fotografias corresponden a cortes de tejido de ovario tratados con anti-DAT (Alphadiagnostic Inc.
1:500). En A se muestran cortes de un ovario control donde se observan foliculos con una gran
marca para DAT en las células de la granulosa (G) y el ovocito (O). También esta marca esta
presente en células luteas (CL) y células intersticiales (I). B corresponde a cortes de ovario SONX y
nuevamente la marca en clara en células de la granulosa, ovocito, células intersticiales y cuerpos
luteos. C corresponde a ovarios de animales EV, hay marca presente en las granulosas de los
quistes e intersticios. D fotografia de cortes de animales EV SONX, existe marca en las granulosas
de los quistes e intersticios. Barra: 500um.
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3.3 OBJETIVO 3
Establecer la participacion del sistema nervioso ovarico intrinseco en la

hiperactividad nerviosa caracteristica de la condicion quistica.

3.3.1 Porcentaje de liberaciéon fraccional de *HNE en las diferentes series
experimentales

El porcentaje de liberacion fraccional de *HNE es un indicador de la
capacidad de liberacion de NE intraovarica. En la figura 18 se observa que los
animales SONX disminuyen su capacidad de liberacién de *HNE con respecto
al control (8,0+£1,2%; n: 6 vs 15,3+1,6%; n: 9 p<0,01). Por el contrario, en los
animales EV aumenta de manera significativa la capacidad de liberacidén con
respecto al control (30,5+1,0%; n: 5 vs 15,3%1,6%; n: 9 p<0,001). La
desnervacion en los animales con quistes (EV SONX) induce una disminucion
en la capacidad de liberacion con respecto a los animales EV (13,9+2,3%; n: 5
vs 30,5t1,0%; n: 5; p<0,001), siendo mayor, sin embargo a la presentada en la
situaciéon SONX (13,9£2,3%; n: 5 vs 8,0£1,2%; n: 6; p<0,05).

3.3.2 Incorporaciéon de °HNE por efecto de valerato de estradiol y
desnervacién

La incorporacién de *HNE es un indicador de la cantidad de estructuras
intraovaricas involucradas en la incorporacion fisiolégica de NE. En la figura 19
se observa que los animales SONX disminuyen su capacidad de incorporacion
de *HNE con respecto al control (1723+492dpm; n: 8 vs 3936+1080dpm; n: 4;
p<0,05). Por el contrario, en los animales EV aumenta de manera significativa la
capacidad de incorporacion con respecto al control (8907+1327dpm; n: 4 vs
3936+1080dpm; n: 4; p<0,001). La desnervacion en estos animales (EV SONX)
no disminuye la capacidad de incorporacion, siendo estadisticamente
comparable con la de los animales EV (6778+2804dpm; n: 3 vs 8907+1327dpm;

n: 4; ns).
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Figura 18: Porcentaje de liberacion fraccional de *HNE recién incorporada.
La figura muestra el porcentaje de liberacion fraccional de *HNE recién incorporada en animales control
(15,31+1,6 %), control desnervados (SONX) (8,03t1,2 %), con quistes (60 dias post administracion de dosis Unica
de valerato de estradiol) (EV) (30,5+1,0 %) y con quistes desnervados (EV SONX) (13,9+2,3%). El tejido es
incubado con *HNE in vitro, posteriormente se somete a un pulso eléctrico transmural y se colectan las fracciones
eluidas. En un contador beta se cuantifica la cantidad de radioactividad presente en cada una de las fracciones
colectadas. En A se muestra la diferencia entre animales control y SONX. En B se grafica la diferencia entre
animales control y animales EV. En C se compara la capacidad de liberacion entre animales EV y EV SONX. En D

se muestra la diferencia entre los animales SONX y EV SONX. Las barras verticales representan el valor

promedio * error estandar y los valores entre paréntesis corresponden al nimero de animales analizados por
grupo. Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como significativo.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 en relacién a la respectiva barra de la izquierda.
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Figura 19: Incorporacién de *HNE en el tejido ovarico.

La figura representa la incorporacion de *HNE (dpm/mg ovario) en un medio Krebs normal en
animales control (3936+1080), control desnervados (SONX) (1723+492), con quistes (60 dias post
administracion de dosis uUnica de valerato de estradiol) (EV) (8907+1327) y con quistes
desnervados (EV SONX) (6778+2804). Los ovarios fueron incubados por 30min en medio Krebs
normal con *HNE. Posteriormente se lavaron y la radiactividad incorporada se cuantificd en el
tejido como indice de incorporaciéon de norepinefrina. Las barras verticales representan el valor
promedio * error estdndar y los valores entre paréntesis corresponden al nimero de animales por
grupo. Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como
significativo.

* p<0,05 con respecto al control; & p<0,05 con respecto a sonx; &&& p<0,001 con respecto a sonx.

3.3.3 Efecto de la cocaina en la incorporacién de *HNE

Se evaluo el efecto de la cocaina sobre la incorporacién de *HNE en ovario
de rata de las diferentes series experimentales. En la figura 20 se observa que
en todas las series experimentales existe una disminucion en la incorporacion
de *HNE, indicando un efecto de la cocaina sobre esta situacién. Sin embargo
se mantienen algunas de las diferencias entre los grupos experimentales. Los
animales SONX disminuyen su capacidad de incorporacion de *HNE en
presencia de cocaina con respecto al control (271£37dpm; n: 8 vs 627+186dpm;

n: 4; p<0,05). Asi mismo, los animales EV siguen presentando un aumento
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significativo en la capacidad de incorporacion con respecto al control
(1279+£55dpm; n: 4 vs 627+186dpm; n: 4; p<0,001). Sin embargo la cocaina es
capaz de disminuir en forma significativa la capacidad de incorporacion en
animales EV SONX con respecto a EV (613£22dpm; n: 4 vs 1279+55dpm, n: 4
p<0,05).
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Figura 20: Incorporacién de *HNE en tejido ovérico en presencia de cocaina.

La figura representa la incorporacion de 3HNE (dpm/mg ovario) en ovario en presencia de cocaina
10pM en animales control (627+186), control desnervados (SONX) (271£37), con quistes (60 dias
post administracion de dosis Unica de valerato de estradiol) (EV) (1279+55) y con quistes
desnervados (EV SONX) (613+221). Los ovarios fueron incubados por 30min en medio Krebs
normal con °HNE en presencia de cocaina. Posteriormente se lavaron y la radiactividad
incorporada en el tejido se cuantificd, como indice de incorporaciéon de norepinefrina. Las barras
verticales representan el valor promedio * error estandar y los valores entre paréntesis
corresponden al niumero de animales por grupo. Los datos fueron comparados mediante el test ¢
de Student, considerando p<0,05 como significativo.

* p<0,05 con respecto al control; &&& p<0,001 con respecto a sonx; # p<0,05 con respecto a ev.
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3.3.4 Porcentaje de liberacién de *HNE recién incorporada en células de
granulosa

Se analizo la liberacién de *HNE recién incorporada en células de granulosa
ovaricas aisladas provenientes de animales control. Esto para comprobar la
participacion fisioldgica de estas células en la homeostasis de la NE ovarica. En
la figura 21 se observa que después de un minuto de estimulo despolarizante
con una solucion Krebs con 80mM de potasio, el porcentaje de liberacion de
SHNE incorporada es estadisticamente mayor que la liberada en condiciones
basales (6,0+1,0% con respecto a 1,8+0,6%; p<0,05). La 3HNE liberada en el
postestimulo es menor que en el estimulo, pero no de manera significativa
(3,0+0,8% con respecto a 6,0+1,0%; ns).
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Figura 21: Porcentaje de liberaciéon fraccional de °*HNE recién incorporada en
granulosa en animales control.

La figura muestra el porcentaje de liberacion fraccional de *HNE recién incorporada en
células de la granulosa de foliculos de animales control de 35 dias de edad. Las barras
verticales representan el valor promedio + error estandar para las liberaciones
correspondientes al basal (B; 1,8+0,6%), estimulo (E; 6,0+1,0%) y postestimulo (PE;
3,04£0,8%). El estimulo se representa con una flecha y corresponde a medio Krebs 80mM K.
Los datos fueron comparados mediante el test t de Student, considerando p<0,05 como
significativo.

*p<0,05 con respecto al basal.
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4. DISCUSION

Los resultados experimentales presentados muestran que: a) existen
elementos celulares intraovaricos que participan en conjunto con la inervacion
simpatica en la homeostasis de la NE dentro del ovario y b) que estos
elementos se activan en la condicion quistica y son capaces de liberar NE de
manera independiente de la inervacidén simpatica ante un estimulo eléctrico. Se
describe asi, la existencia de un sistema nuevo de control de la funcién ovarica,
al que llamaremos sistema nervioso intrinseco. Este sistema estaria
conformado, al menos en parte, por las células de la granulosa y participaria en
el control de la funcién ovarica tanto en condiciones normales como quisticas,

siendo un elemento importante en la perpetuacion del SOP.

El uso de animales ha sido util para estudiar algunos aspectos de la
patologia. Es asi que ratas adultas tratadas con una dosis unica de valerato de
estradiol (Brawer y cols. 1978) presentan cambios en la morfologia ovarica y en
la ciclicidad estral que son caracteristicos. Los ovarios son de un tamaio menor
que los de un animal control debido a la inexistencia de cuerpo luteos y
presentan quistes foliculares. Los animales, ademas, pierden la ciclicidad estral
y se encuentran en estado de estro persistente, lo que es indicativo de
anovulacion. En esta tesis reprodujimos el modelo experimental, propuesto por
Brawer y cols., para el estudio del Sindrome de Ovario Poliquistico y evaluamos
la participacion del componente nervioso ovarico intrinseco en la condicién

quistica.

4.1 Cambios en el contenido de NE
Como ya se habia descrito anteriormente en nuestro laboratorio, usando
este mismo modelo experimental (Lara y cols. 1993), en la condicidn quistica y

durante el proceso de generacidon de estas estructuras, existe un aumento en la
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concentracion y contenido de NE ovarica. Esto como reflejo del aumento de la
actividad nerviosa. Por el contrario al desnervar a un animal control, la NE
disminuye de manera ostensible, lo que indica que la inervacién simpatica es
una fuente importante de NE intraovarica.

Para corroborar estos datos, en las series experimentales desarrolladas en
esta tesis se cuantificd la concentracion de NE intraovarica, encontrandose
similitudes con lo descrito anteriormente para los animales EV y SONX. Esto es
indicativo de que los animales estudiados se comportan de manera similar a lo
descrito en la literatura. Es interesante notar, sin embargo, que aunque en los
animales SONX la concentracién de NE disminuye, permanece un 15% de la
NE, la que puede provenir de elementos de la inervacion intrinseca o del plexo
nervioso. Esto es un primer indicio de la existencia de estructuras intraovaricas
qgue son capaces de almacenar y/o sintetizar NE, de manera independiente de
la inervacion simpatica extrinseca y/o estimulada por la ausencia de ésta. Asi
mismo en la condicion EV SONX, la desnervacion provoca una disminucién en
la concentracién de NE, pero sélo hasta niveles similares al control, indicando
que estas estructuras intrinsecas se activan en la condicion quistica

participando activamente en el aumento de la NE intraovarica.

4.2 Cambios en el complejo neurotréfico NGF/p75NTR una vez establecida
la condicion quistica

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha establecido que
en la condicion quistica generada en ratas, existe un aumento en la actividad de
los nervios simpaticos ovaricos (Lara y cols. 1993), debiéndose esto a la
participacion directa del complejo neurotrofico NGF/p75NTR (Lara y cols. 2000).
La activacion de los nervios simpaticos es previa a la apariciéon de quistes y se
mantiene una vez que éstos han aparecido. Desde el punto de vista funcional
se traduce en un mayor porcentaje de incorporacién y contenido de NE

intraovaricos y una mayor capacidad de liberacion de NE recién incorporada
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(Lara y cols. 1993). El que esta actividad simpatica, anormalmente elevada,
contribuya directamente a la anovulacion, quedé demostrada al seccionar
quirurgicamente el nervio ovarico superior (Barria y cols. 1993). Este nervio,
que es la fuente principal de fibras simpaticas que inervan al ovario (Lawrence y
Burden 1980), esta asociado anatémicamente al ligamento suspensorio ovarico
y al seccionarse, se observa una recuperacion de los ciclos estrales.

Durante el proceso de generacion de quistes ovaricos por administracion de
valerato de estradiol (30 dias postadministracion), existe un aumento en la
concentracion de moléculas del complejo NGF/p75NTR (Lara y cols. 2000),
causantes del aumento en la actividad nerviosa. En esta tesis, los grupos
experimentales con quistes (EV y EV SONX) fueron evaluados 60 dias
postadministracion de valerato de estradiol, es decir, una vez que se ha
establecido claramente la condicién quistica (Lara y cols. 2000). A este tiempo,
la presencia de quistes y la actividad nerviosa elevada, caracteristica de la
condicion quistica, parece ser sustentada por niveles normales de NGF y un
aumento sostenido en el MRNA p75NTR (que también se reflejaria en la
proteina, Lara y cols. 2000). El hecho que aumente el mRNA y posiblemente la
proteina para p75NTR permitiria una mayor internalizacién y, por ende, una
mayor disponibilidad intraneuronal de NGF. Esta mayor disponibilidad de NGF
en el cuerpo neuronal puede favorecer la transcripcién y traduccion de las
enzimas de la biosintesis de NE (Lara y cols. 2000). El receptor p75NTR no
s6lo participa en la internalizacion de NGF desde sus sitios de sintesis a las
fibras sensibles a NGF, lo que puede inducir una disminucién en el péptido por
recaptura via neuronal (Johnson, Taniuchi y DiStefano 1988; Chao vy
Hempstead 1995), sino que también puede colaborar con el receptor de alta
afinidad TrkA, formando un heterodimero que potencia ciertas respuestas
celulares a las neurotrofinas (Hantzopoulos y cols. 1994). Cuando desnervamos
animales con quistes aumentd el mRNA para NGF y para p75NTR, lo que

apuntaria a que en esta situacién especifica, se facilitaria la activacién de
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elementos celulares que dependen en mayor grado de la presencia de NGF y
que presentan el receptor. Al desaparecer el control simpatico extrinseco, las
estructuras intraovaricas, que ya estan mas activas por efecto del valerato de
estradiol, responderian favoreciendo la sintesis de moléculas de este complejo,
de manera de mantener su actividad y suplir la accién de los nervios simpaticos
en el control de la homeostasis de NE, perdida por la desnervacion. Estas
estructuras podrian corresponder al componente celular intraovarico de la
inervacion simpatica extrinseca y también a células del sistema nervioso
ovarico intrinseco y su activacion podria deberse al alza inicial en el NGF (30
dias postadministraciéon de valerato de estradiol). Esto porque la desnervacion
per se, a pesar de inducir cambios en el mRNA para p75NTR, al igual que lo
encontrado en ovario inmaduro (Lara y cols. 1990a), no favorece la sintesis de
MRNA para NGF ni el péptido NGF a los 11-12 dias post seccién quirurgica del
nervio ovarico superior.

Tenemos asi evidencias de que una vez que se ha establecido la condicion
quistica, persisten cambios a nivel del componente neurotréfico NGF/p75NTR.
Estos cambios podrian dar cuenta de la activacion de componentes celulares
ovaricos, los que pueden pertenecer a la contraparte intraovarica del sistema
nervioso simpatico extrinseco y/o a células que forman parte del sistema
intraovarico intrinseco independiente de la inervacion externa y que

participarian en la homeostasis de la NE.

4.3 Participacion de las neuronas intraovaricas

Los ovarios de ciertos mamiferos poseen neuronas intrinsecas (Dees y cols.
1995; D’Albora y cols. 2000; Anesetti y cols. 2001). Aun no se ha establecido de
manera clara su funcion, pero se ha estimado que podrian participar en
conjunto con la inervacion simpatica en el control de la homeostasis ovarica
(Ojeda, Lara 1989a; Ojeda, Lara y Ahmed 1989b; Dissen, Dees y Ojeda 1993).

Teniendo en cuenta que en la condicidn quistica existe activacion del
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sistema simpatico extrinseco (Lara y cols. 1993), es razonable pensar también,
que exista participacion activa de estas células en la condicion quistica, como
parte del sistema nervioso ovarico intrinseco. Esto porque las células
neuronales intrinsecas expresan el receptor p75NTR (D’Albora y cols. 2000;
Anesetti y cols. 2001) y podrian, por tanto, ser blanco de las acciones del NGF
en relacion con la activacion nerviosa (Lara y cols. 2002). En esta tesis
obtuvimos fuertes evidencias sobre la presencia de neuronas en ovario de rata
en las diferentes series experimentales. Si bien no pudimos demostrar cuerpos
neuronales por inmunotincién, medimos la concentracion de mRNA para TH. La
TH es la enzima marcapasos de la sintesis de catecolaminas (Lansing y
Lonstein 2005) y el mMRNA se encuentra presente solamente a nivel del cuerpo
celular. Una de las observaciones importantes se obtuvo en los animales
SONX. En éstos existe un alza en el mRNA para TH, indicando que las
neuronas son capaces de reconocer cambios en la homeostasis neuronal
ovarica. Este tipo de regulacion trans-sinaptica se ha descrito en otra estructura
con inervacion simpatica, como el bulbo olfatorio (Winner y cols. 2006). El
hecho que en condiciones normales la concentracion del mRNA para TH sea
menor significa que la inervacion simpatica ejerceria un control negativo sobre
las neuronas intraovaricas y ante la ausencia del componente externo, éstas se
activan supliendo parcialmente las funciones de éste. Sin embargo en la
condicion quistica la situacion parece ser diferente, el patrén de sintesis de este
MRNA no supone la participacidn activa de las neuronas en esta situacion, ya
que no se observan cambios en el contenido de mRNA en animales EV ni en
animales EV SONX con respecto al control. Probablemente el aumento de
NGF, previo a la aparicién de los quistes, activa a las neuronas presentes (Lara
y cols. 2002), de manera que una vez que se ha establecido la condicion
quistica, las neuronas ya estan activadas y, por lo tanto no se necesitaria un
aporte adicional, no visualizandose un aumento en el mMRNA TH. Existe la

posibilidad también, que estas neuronas sean refractarias a los cambios
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generados durante la condicion quistica. Lo mas probable, sin embargo, es que
esto se deba inhibicidon de la actividad TH por efecto de retroalimentacion
negativa ejercida por la NE (Weiner 1970), cuyo contenido esta aumentado en
la condicidn poliquistica y disminuye sélo a niveles de control no desnervado al
seccionar el nervio ovarico superior. En los animales EV SONX debido a la
ventana de tiempo de estudio y al hecho de que so6lo existe una disminucion
parcial en el contenido de NE, puede no ser suficiente para gatillar cambios en
el contenido del mRNA para TH.

Por su parte el estradiol también puede afectar negativamente la actividad
de TH. Este esteroide estda aumentado en la condicion quistica (Brawer y cols.
1978; Barria y cols. 1993) y en sistema nervioso central se ha visto que inhibe
tanto la actividad de TH como la sintesis de su mRNA (Blum, McEwen y
Roberts 1987). Sin embargo esto no es del todo claro en el ovario, ya que los
animales EV SONX presentan niveles plasmaticos y de secrecion de estradiol
similares a los animales control (Barria y cols. 1993; Rosa e Silva y cols. 2003)
y su concentracion de mRNA para TH es similar a la de la condicién quistica.
Habria que determinar el nivel de estradiol en los animales SONX, para ver si
existe correlacion entre el alza del mRNA para TH y los niveles presentes de
este esteroide.

Los estudios de inmunohistoquimica para demostrar la presencia de
neuronas positivas para TH en las diferentes muestras experimentales, tampoco
evidenciaron la existencia de un numero importante de células que pudiesen ser
neuronas TH positivas. Quizas esto se debié a aspectos técnicos aun no
resueltos por nosotros, ya que si bien la poblacion de neuronas es pequeia y
probablemente no es gravitante en el control de la funcién ovarica normal, ésta
ha sido demostrada previamente en ovario de rata (D’Albora y Barcia 1996;
D’Albora, Lombide y Ojeda 2000).

Teniendo en consideracion: a) que la densidad de esta inervacion es baja, b)

que no aparecen cambios en el mMRNA para TH asociados con la aparicién de
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quistes ovaricos y c) que efectivamente hay un aumento en la actividad
secretora de NE dependiente de la aparicién de quistes ovaricos (ver adelante),
€s que pensamos que las neuronas intraovaricas, aunque pueden formar parte
del sistema nervioso ovarico intrinseco, no participan de manera activa en la
condicion quistica y serian otros los grupos celulares responsables de la
mantencion de la alta actividad nerviosa simpatica observada en esta condicion.
Las observaciones sobre los cambios en la concentracion de mRNAs para
NGF, p75NTR y TH han sido publicados recientemente en Endocrine 2005,
28:319-24.

4.4 Presencia del transportador de Dopamina en células ovaricas.

Tomando en consideracion lo sefialado anteriormente sobre la discreta
participacion de las neuronas ovaricas intrinsecas en la condicion quistica,
abordamos la literatura y encontramos que, como se ha sefalado
anteriormente, ademas de las neuronas intrinsecas, existen variados tipos
celulares no neuronales con actividad catecolaminérgica que podrian formar
parte del componente intrinseco (Shrivastava 1974; Thakur 1975; Gupta,
Thakur, Wrutniak-Zolnowska 1980; Huang y cols. 1996, Mezey y cols. 1996).
Tal es el caso, también, de los ovocitos (Mayerhofer y cols. 1998). En mono se
ha observado que estas células son capaces de sintetizar NE, ya que poseen la
enzima dopamina R-hidroxilasa la que cataliza el paso de DA a NE. Estos
ovocitos no poseen ni mMRNA ni proteina TH, indicando que son incapaces de
sintetizar DA, sin embargo, expresan DAT, el que presenta idéntica homologia
con el de cerebro humano. La existencia de este transportador sugiere que la
internalizacién de DA es por esta via.

Se plantea asi la posibilidad de que existan otros tipos celulares en el
componente interno del ovario, que sean fisicamente independientes de la
inervacion extrinseca y que, sin ser neuronas propiamente tal, sean capaces de

controlar los niveles locales de NE. Uno de los elementos importantes en este
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control -como se ejemplificé anteriormente- serian los transportadores de
catecolaminas, los que podrian internalizar NE o algun precursor y liberarlos al
medio en respuesta a un estimulo adecuado. Este mecanismo podria explicar
en algunos aspectos el aumento sostenido de la liberacion de NE en la
condicion EV.

A nivel del sistema nervioso central, la presencia de un sistema de
transporte activo para la recaptura de NE en los terminales nerviosos
simpaticos fue sugerida inicialmente mediante experimentos que evaluaban la
recaptura y retencion de *HNE administrada intravenosamente en animales
(Whitby y cols. 1961). Esta recaptura es prevenida mediante simpatectomia
(Whitby y cols. 1961) y también bloqueada mediante el uso de sicotropicos,
entre los que destacan antidepresivos ftriciclicos y la cocaina (Axelrod y cols.
1961). En el ovario se ha comprobado que la incorporacién de *HNE vy la
liberacion de NE recién incorporada tienen un origen neuronal (Lara y Belmar
1991a). En el sistema nervioso central la NE es incorporada mayoritariamente
en los terminales nerviosos por accién de NET, aunque se ha observado que
DAT también posee esta capacidad, pero con una constante de afinidad menor
(Eisenhofer 2001). En el ovario no existen estudios sobre el tipo de
transportador de catecolaminas que esta participando en el proceso de
recaptura de NE, tanto en los terminales nerviosos extrinsecos, como en las
células del sistema nervioso intrinseco que actuarian conjuntamente en el
control de la funcion ovarica.

En este trabajo, mediante el uso de anticuerpos especificos en cortes de
tejido de ovario, se observo claramente la presencia de DAT en células de
granulosa en todas las series experimentales. Existe marca también, aunque
mas discreta, en células luteas e intersticiales en todos los grupos de animales.
Por el contrario, NET no se detect6 de manera importante en ningun tipo de
estructura intragonadal. La presencia de DAT en las diferentes estructuras

sefaladas y en todas las series experimentales, sin que exista diferencia
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aparente en la cantidad de marca entre estas series, salvo la relacionada con la
presencia o ausencia del tipo celular, hace suponer que este transportador
puede estar participando de manera general en la homeostasis de
catecolaminas dentro del ovario. De esta forma la NE procedente de los
terminales nerviosos simpaticos, de fuentes intraovaricas o del trazador
radiactivo *HNE, podrian entrar a las células y ser liberado desde el mismo,
dependiendo, por ejemplo, de cambios en los potenciales de membrana, como
los que ocurren en el fendmeno de transporte reverso (Kitayama y Sogawa
2005). Este mecanismo se estaria comportando como una especie de tampodn
fisiologico, que permitiria un mejor control de la concentracion de las
catecolaminas intraovaricas.

Existe una importante inmunorreactividad para DAT en las células de la
granulosa. La presencia de este transportador en este tipo celular podria verse
favorecida por la presencia de NGF en el medio ovarico. Experimentos en
cultivo de células PC12 muestran que en presencia de NGF las células
refuerzan su capacidad de incorporar DA y que la cantidad de mRNA para DAT
es baja en ausencia de NGF y alta si éste se encuentra presente en el medio de
cultivo (Kadota y cols 1996). Esta correspondencia entre el aumento de NGF y
el aumento en el mMRNA para DAT no se observo directamente en las series
experimentales evaluadas. Probablemente porque a los 60 dias post valerato
de estradiol ya ocurri6 el alza en NGF. Sin embargo, el patron del mRNA para
DAT denota que existe una comunicacion entre la inervacion simpatica y el
componente intrinseco que hace que al no existir el control simpatico, las
células del componente intrinseco aumenten su contenido de transcrito para
DAT como mecanismo compensatorio ante la pérdida del control externo. En la
condicion quistica y en animales EV SONX, que ya poseen un aumento en la
actividad nerviosa simpatica, probablemente ocurra lo mismo que con el
transcrito para TH. El sistema esta previamente activado, de manera que no

responde, mediante un alza en el mMRNA para DAT, ante la pérdida del control
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externo.

La presencia de DAT en las células de la granulosa y en otros tipos
celulares, que derivan de ella, como los cuerpos luteos, plantea que estas
células serian, al menos, uno de los componentes del sistema nervioso ovarico
intrinseco que estan participando, junto con el sistema simpatico extrinseco, en
el control nervioso normal de la funcién ovarica. Ademas, se insinla que estas
células podrian participar en eventos fisiologicos distintos de la sintesis y
secrecion de esteroides ovaricos. En la condicion quistica, el aumento de NGF
previo a la aparicion de los quistes, podria ser el nexo molecular que
intensifique la actividad de las granulosas, de manera que se mantenga la
hiperactividad nerviosa caracteristica de la condicion. La relevancia fisiolégica

de las mismas sera discutida mas adelante.

4.5 Fuentes de NE intraovarica

Como se ha sefalado anteriormente, la hiperactividad nerviosa ovarica se
expresa en un aumento en la concentracion de NE ovarica. La NE presente en
el ovario podria tener otra fuente de origen, ademas de la inervacion simpatica
extrinseca. Creemos que las neuronas presentes en el ovario no participan de
manera activa en la condicion quistica, es decir no contribuyen al aumento en la
actividad catecolaminérgica, pero sin embargo, pueden ser una fuente
intrinseca pasiva de NE, tanto en condiciones quisticas como normales,
situacion que se ha observado en ovario de mono (Dees y cols. 1995). Se ha
establecido ademas, la presencia de otros tipos celulares que podrian participar
de manera activa. En ovario de rata se han descrito células cromafines que
contienen DA y NE (Fortak, Kmie¢ y Wrutniak-Zotnowska 1979). Estas células
presentan variaciones en el contenido de granulos cromafines y vacuolas, que
tienen directa relacion con los diferentes estados del ciclo estral (Wrutniak-
Zotnowska 1980). En variadas especies de peces (Gupta, Thakur y Shrivastava

1974; Thakur 1975), la localizacion y posibles variaciones de tamano durante el
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ciclo reproductivo del ovario sugiere que participan en el crecimiento y
maduracién de los ovocitos. También se han identificado sistemas adrenérgicos
intrinsecos en corazéon (Huang y cols. 1996) y células no-neuronales
productoras de dopamina en el pancreas exocrino (Mezey y cols. 1996). Como
se menciond anteriormente, otra fuente de catecolaminas intraovaricas esta
dada por los ovocitos, que son capaces de sintetizar NE a partir de DA, la que
es incorporada desde el liquido folicular a través de DAT (Mayerhofer y cols.
1998).

La existencia de fuentes intrinsecas de sintesis de catecolaminas a nivel
ovarico refuerza la idea de un sistema inherente al ovario que participe en el
control nervioso de la funcién gonadal.

La presencia del transportador DAT en las células de la granulosa sugiere
que, ademas de funcionar como un posible regulador de la NE intraovarica, las
granulosas también podrian ser una fuente intraovarica de NE. Podrian por
tanto pertenecer al grupo de células llamadas APUD (amine precursor uptake
and decarborxylation). Estas fueron descritas primeramente por Pearse en 1966
y son consideradas como “el sistema endocrino difuso... la tercera rama del
sistema nervioso, que actuando con el sistema nervioso autonémico, participan
en el control de 6rganos intestinales y poseen un origen embrionario comun
(neuroectodermo)” (Boyd 2001). Las células C de la tiroides, células
neuroendocrinas pulmonares y gastrointestinales y los islotes pancreaticos de
Langerhans, corresponderian a este tipo de células (Ortega, Lorente y Salvetti
2004). Ademas recientemente, datos experimentales muestran que las células
de Leydig de roedores, presentan marcadores neuronales, que en conjunto con
su clasica actividad endocrina, sugiere que podrian corresponder a este tipo de
células (Ortega, Lorente y Salvetti 2004). Las células de la granulosa podrian
poseer estas mismas caracteristicas y funcion, comportandose como células
endocrinas y nerviosas a la vez.

La presencia de DAT en estas células sugiere que serian un participe activo
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en el sistema nervioso ovarico intrinseco y que podrian controlar la homeostasis
de la NE, ya sea a nivel de la produccion y/o almacenamiento y/o liberacion de

la misma.

4.6 Participacion del sistema nervioso intrinseco en la liberacion de NE en
la condicion quistica

Como se ha sefialado anteriormente, existen evidencias moleculares
(cambio en el balance molecular del complejo neurotréfico NGF/p75NTR) vy
celulares (inmunorreactividad para DAT) de la existencia de estructuras
intraovaricas que podrian contribuir de manera activa a la regulacion de los
niveles de NE en el ovario, tanto en condiciones normales, pero de
sobremanera en condiciones patoldgicas, como es durante la presencia de
quistes ovaricos.

Desde hace un tiempo se ha establecido claramente la activacion del
componente nervioso simpatico en la condicion quistica en modelo de rata
(Lara y cols. 1993). Esto se refleja en un aumento en la actividad de TH en el
ganglio celiaco (ultimo relevo sinaptico de la inervacién simpatica ovarica) y en
el ovario, en un mayor contenido de NE, mayor porcentaje de incorporacion de
NE y aumento en el porcentaje de liberacion fraccional de NE.

Nuestros datos se correlacionan muy bien con lo anterior: en la condicion
quistica existe una mayor liberacién de *HNE recién incorporada y un aumento
del contenido de NE. Por su parte al desnervar animales control, el porcentaje
de liberacion fraccional y la concentracion de NE disminuyen, indicando que el
componente nervioso simpatico extrinseco es un elemento importante en el
control nervioso ovarico. La concentracion de NE disminuye mas que lo que
disminuye la liberacion, esto plantea que existen células que no poseen la
capacidad de sintesis y almacenamiento, pero que podrian incorporar y liberar
NE bajo un estimulo apropiado.

Esto hace suponer que, ademas de las fibras simpaticas asociadas al plexo
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nervioso, dentro del ovario existiria una poblacion de células, que es funcional
desde el punto de vista de la liberacion e independiente de la inervacion
simpatica. Nuevamente y, ahora, desde un punto de vista fisiolégico se plantea
la existencia de un sistema nervioso ovarico intrinseco, que podria tener un
papel importante como regulador de la concentracion intraovarica de NE.

Mas aun, en los animales con quistes a los cuales se les elimind la
inervacion extrinseca, se observé que la liberacion de NE es similar a los
valores de los animales control no desnervados. Esto es indicativo de que en la
situacion quistica, el sistema nervioso ovarico intrinseco también esta activado
y podria seguir funcionando a niveles del animal control, pero sin el control
externo del sistema simpatico. De esta forma, en los animales EV SONX, el
sistema intrinseco estaria supliendo la falta del sistema extrinseco, siendo
capaz de mantener los niveles de NE en condiciones similares a las de los
animales control. De ahi que se plantea la posibilidad que el sistema intrinseco
pueda ser un componente fisiolégico importante en la mantencion de la
actividad nerviosa que permite la perpetuacion de la condicion quistica.

Lo observado en la liberacion de NE representa de forma general lo que
ocurre con la concentracion de NE intraovarica, donde los valores de NE
disminuyen con respecto al control en la condicion SONX, son mayores en la
condicién quistica y decaen a niveles control en los animales EV SONX. Esto
refuerza la idea de un compromiso general no tan soélo de las proyecciones
nerviosas extrinsecas del ovario, sino también de las células internas
involucradas en la sintesis y liberacion de NE, en el control de la funcion ovarica
en condiciones normales y patoldgicas.

Como se ha sefalado anteriormente, en mujeres con ovario poliquistico se
ha observado una mayor profusion de nervios catecolaminérgicos (Semenova
1969). La probable existencia de este sistema intrinseco en ovarios humanos,
podria explicar en parte también la perpetuacion de este sindrome en el tiempo.

El hecho que cuando se seccionan los nervios extrinsecos en la condicion
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quistica, la capacidad de liberacidn del ovario sélo se atenue hasta los niveles
de animales control, indica que, eventualmente podria existir una suerte de
independizacién por parte de este sistema intrinseco de la inervacion simpatica,
que hiciese que el ovario esté bajo un control ténico aumentado del sistema
nervioso intrinseco, aunque la activacion simpatica extrinseca haya cesado.

Esta seria una observacion fundamental ya que, de existir una participacion
importante del sistema nervioso autondémico en la mantencién del ovario
poliquistico, se explicaria la perpetuacion de esta condicion en mujeres que han
tenido un compromiso nervioso sistémico inicial, pero que aunque han logrado
superar este evento, continuan presentando una condicion poliquistica
(Treasure 1985).

El que un componente celular ovarico intrinseco participe activamente en la
condicion poliquistica generada con valerato de estradiol, podria explicar datos
de nuestro laboratorio (Lara y cols. 2002) que muestran que la pulsatilidad que
presenta la liberacion de NE en animales control se pierde, transformandose en
una liberacion de una magnitud mayor pero carente de la pulsatilidad
caracteristica de todos los sistemas neuroendocrinos en los cuales existe
control por las gonadotrofinas. Asi mismo y dada la estrecha relacion entre la
secrecion de NE, activacion R-adrenérgica y secrecion de andrégenos (Barria y
cols. 1993) éste podria influir en el aumento en la sintesis de androgenos
ovaricos en esta situacion. La NE favorece la respuesta de las células
esteroidogénicas a las gonadotrofinas (Aguado, Petrovic y Ojeda 1984;
Hernandez y cols 1988;) y en la condicién quistica esta aumentado el nivel de
androgenos (Vaitukatis 1983; Yen 1989).

Los datos aqui presentados refuerzan el concepto de que en la condicion
quistica, la activacién de la inervacion simpatica extrinseca es un factor
fundamental y muestran, ademas, que esto va acompanado de la activacion de
un componente nervioso intrinseco. Se describe asi la existencia de un circuito

nervioso ovarico compuesto por la parte extrinseca e intrinseca, que puede
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actuar de manera concertada e independiente y puede ser muy importante en la

perpetuacion de la patologia.

4.7 Participacion del transportador DAT en el componente nervioso
ovadrico intrinseco

Una vez establecida la participacion de un componente nervioso intrinseco
en el aumento de liberacidn de NE en la condicién de ovario poliquistico, se
hizo necesaria la evaluacion de la participacion de DAT en el mismo. Esto
porque creemos que a vista de los resultados de localizacion por
inmunohistoquimica, DAT puede ser un constituyente activo en la mantencién
de la secrecion de NE en condiciones normales y probablemente en la
condicion quistica.

Mayoritariamente la NE es recapturada en los terminales nerviosos
mediante NET, pero DAT también posee afinidad por NE (Eisenhofer 2001) y
creemos que este puede ser uno de los mecanismos mediante los cuales se
regula la homeostasis de NE dentro del ovario.

En los ensayos en corte de tejido se muestra que las células de la
granulosa son el sitio preferencial para la localizacion de DAT. La proteina se
ubica en células de la granulosa de foliculos pequefos y preovulatorios y
disminuye en los cuerpos luteos. Esto seria indicativo de que las granulosas
podrian ser uno de los tipos celulares pertenecientes al componente nervioso
intrinseco en el ovario. La presencia de un transportador activo en la membrana
de estas células podria explicar la via mediante la cual éstas pueden incorporar
NE desde el medio extracelular. Las células de la granulosa no se encuentran
inervadas, pero la salida de NE desde estas células podria deberse a otros
fendmenos fisioldgicos, como el que ocurre con la secrecion de acetilcolina en
estas células (Mayerhofer y Kunz 2005) y el transporte reverso mencionado
anteriormente (Kitayama y Sogawa 2005),

Una de las estrategias experimentales que existen para demostrar la
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actividad biolégica de alguna proteina, consiste en el uso de bloqueadores
farmacoldgicos de esta actividad. En el caso de DAT, la cocaina es un
bloqueador selectivo que impide la incorporacién de DA y NE hacia el
citoplasma, mediante la inhibicion de DAT (Ritz y cols. 1987) y de NET
(Freeman, Rice y Riley 2005).

En nuestro laboratorio existen datos experimentales que muestran que la
cocaina es capaz de disminuir la incorporacién de *HNE en glandula mamaria
de rata (Donoso, Lara y Sapag 1992), aunque no se ha caracterizado el
transportador que seria bloqueado en esta situaciéon. En el caso del ovario,
considerando los resultados de la inmunohistoquimica, creemos que si el
transportador DAT presente en los distintos tipos celulares, es biolégicamente
activo, la incorporacién de *HNE en ovarios incubados previamente con cocaina
debiese disminuir, considerando la capacidad de NE de ser reincorporada a
través de DAT (Eisenhofer 2001).

De manera general, la incorporacién de SHNE es un parametro que da
cuenta de la concentracién de terminales nerviosos y de estructuras nerviosas
noradrenérgicas presentes en determinado tejido u organo. En esta tesis
encontramos, que en el ovario, el patron de incorporacion variéo entre las
distintas condiciones experimentales estudiadas. La incorporaciéon de *HNE
disminuye en animales desnervados control, evidenciando una pérdida de
tejidos nerviosos adrenérgicos. Por el contrario, en la situacién quistica la
incorporacion del marcador radiactivo fue significativamente mayor con respecto
a la situacion control, pero curiosamente no disminuyé al desnervar los
animales con quistes. Esto indica que a pesar de que el componente simpatico
extrinseco esta ausente, dentro del ovario hay estructuras activas - no
neuronales - que son capaces de incorporar *HNE.

La disminucion en la incorporacién de *HNE observada al usar cocaina
como bloqueador selectivo de DAT, indicé que este es un transportador

presente en las estructuras que incorporan NE. No hay que dejar de considerar,
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sin embargo, que la cocaina puede estar actuando a través de la inhibicién de
NET (Freeman y cols. 2005), a pesar que de acuerdo a resultados preliminares
obtenidos en este trabajo, este transportador se encuentra poco representado
en las estructuras ovarica. El perfil de incorporacién de *HNE es el mismo que
en la situacién sin cocaina, a excepcién de los animales EV SONX, que ahora
si disminuyen su capacidad de incorporar NE en relacion a los animales EV. La
menor incorporacion indica que en la condicidon quistica, el sistema nervioso
intrinseco participa activamente incorporando NE probablemente a través de
DAT y que debido a la mayor magnitud de la incorporacion del sistema
extrinseco, no se evidencia su participacion hasta que este ultimo es eliminado.
La capacidad de incorporacion de NE a través de DAT puede verse influenciada
en la condicidon quistica por efecto estrogénico, como se ha visto que ocurre en
cerebro de pacientes con terapia de reposicion hormonal, en los que la
presencia de DAT estad aumentada en el putamen (Gardiner y cols. 2004).

Las evidencias que encontramos sobre la localizacion preferencial de DAT
en las células granulosas y su participacion en la incorporacion de NE, nos hace
postular que estas células serian parte importante del sistema nervioso ovarico
intrinseco y que participarian activamente en la incorporacion de NE. Esto
pudimos comprobamos, aprovechando la facilidad con la cual se puede separar
las células de la granulosa de los foliculos ovaricos (Lara y cols. 1993) los que
nos permitié disefiar experimentos de liberacion de *HNE incorporada a células
de la granulosa y observar que ante un estimulo despolarizante con potasio
alto, las células son capaces de liberar *HNE. Esto es indicativo de que las
células de la granulosa tienen la capacidad de funcionar —tal como se ha
demostrado para la acetilcolina (Mayerhofer y Kunz 2005)- como una célula
nerviosa, ademas de sus clasicas caracteristicas endocrinas.

Esto abre una nueva ventana para el estudio de las diferentes propiedades
que tienen éstas células y la regulacion que puedan estar ejerciendo sobre el

ovocito y el ovario en su totalidad.
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4.8 Proyecciones hacia la patologia humana

Desde hace un tiempo, tanto desde el punto de vista experimental como
clinico, existen resultados que apuntan a que la etiologia y/o mantencién del
SOP, estaria fuertemente relacionada con el sistema nervioso simpatico.
Ejemplo de esto es que en humanos se ha observado experimentalmente,
mediante histofluorescencia (Semenova 1969) e inmunohistoquimica (Heider,
Pedal y Spanel-Borowski 2001), que los ovarios de pacientes con SOP
presentan una profusidbn de nervios catecolaminérgicos. Por su parte,
observaciones clinicas dan cuenta que pacientes SOP resistentes a terapia
hormonal recobran la funcionalidad ovarica después de una reseccién bilateral
en cufa de la zona de entrada de los nervios al ovario (Allen 1959; Katz 1978;
Vaitukaitis 1983; Nakamura 1990), sugiriendo un compromiso funcional de los
nervios simpaticos. En apoyo a esto, observaciones realizadas a mujeres con
anorexia nerviosa, una disfuncion siconeuroendocrina poco entendida aun, pero
en la cual existe una sobreactividad del sistema nervioso simpatico, también
evidencian el desarrollo de quistes foliculares (Treasure 1985). EI compromiso
nervioso parece ser importante también en esta patologia, ya que las pacientes
a pesar de ser tratadas, de haber recuperado el peso adecuado y los niveles
normales de gonadotrofinas, continian en amenorrea y son refractarias a la
ovulacion en respuesta a LHRH. Asi mismo, estudios recientes sobre ansiedad
y prevalencia de SOP muestran una relacién directa entre estas dos situaciones
(Greiner y cols. 2005), indicando, nuevamente, un compromiso del sistema
nervioso simpatico. Finalmente, los estudios de Stener-Victorin y cols. (Stener-
Victorin y cols. 2000; Stener-Victorin y cols. 2003; Manni y cols. 2005) sobre la
eficacia de la electroacupuntura como tratamiento alternativo para el SOP,
justifican y dan pie a la hipotesis del origen neurogénico del sindrome.

Por otro lado, existen observaciones que muestran que la condicion quistica
es una patologia que se mantiene en el tiempo, aunque existan ventanas

funcionales en las que ciertos parametros fisioldgicos se optimicen. Es asi que
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el hiperandrogenismo caracteristico de muchas de las pacientes SOP,
prevalece durante el embarazo (Sir-Petermann y cols. 2002), a pesar de un
bloqueo central de la funcidén ovarica. De igual manera, durante la lactancia, las
mujeres SOP presentan ovarios de mayor tamafo y niveles mas altos de
androstenediona sérica que las mujeres control (Sir-Petermann y cols. 2001).
Esto apunta a que, ademas de la participacion del componente nervioso
extrinseco, existe un mal funcionamiento del ambiente intraovarico y a que,
aunque se mejoren algunos parametros, como la anovulacién, el SOP —como
patologia endocrino metabdlica- es una patologia persistente.

Tomando en consideracion lo sefialado sugerimos que el SOP es una
enfermedad que se perpetua y que junto con el componente nervioso simpatico
extrinseco, existen estructuras intraovaricas activas que participan
conjuntamente en la mantencién de la condicion quistica.

Los resultados experimentales de esta tesis muestran que en ovario de
mamifero existe un sistema nervioso ovarico intrinseco en conjunto con la
inervacion simpatica extrinseca. Este sistema que esta compuesto, al menos en
parte, por las células de la granulosa, participaria de manera activa en la
condicion quistica, incorporando y liberando NE. Es asi que puede ser el
responsable de la perpetuacion de la patologia humana una vez que el estimulo
nervioso extrinseco se haya normalizado, siendo una fuente interna de NE que
actue de manera independiente de la inervacion externa.

El estudio del funcionamiento de este nuevo sistema de control de las
catecolaminas ovaricas, permitira un entendimiento mas integral del ovario;
donde, tanto los componentes endocrinos como los nerviosos actuan
concertadamente en la mantencion de la homeostasis gonadal. Ademas se
podran desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y farmacoldgicas para
combatir desordenes patoldgicos relacionados con el ovario, como es el
Sindrome de Ovario Poliquistico. La participacion de las células de la granulosa

en este sistema de control nervioso, demuestra, nuevamente, la asombrosa
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plasticidad de las estructuras biologicas. Estructuras que poseen muchas
funciones que desconocemos, que se adaptan a la contingencia y que hacen de

los organismos vivos, entes en continuo cambio.
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5. CONCLUSIONES

En resumen podemos concluir que en el ovario de rata existen al menos dos
compartimentos celulares encargados del control nervioso del funcionamiento
gonadal. Estos son el sistema nervioso simpatico extrinseco y el sistema
nervioso intrinseco. Suponemos, por su parte, que el ovario humano se
comporta de manera similar.

La evidencia experimental muestra que:

a) el sistema intrinseco participa en conjunto con la inervacién simpatica
extrinseca en el manejo de los niveles de NE en condiciones normales,

b) ambos se activan en respuesta a un estimulo esteroidogénico, siendo
actores importantes en la condicion poliquistica,

c) el sistema nervioso intrinseco es capaz de funcionar de manera
concertada, pero a la vez independiente del sistema extrinseco, lo que
creemos lo ubica como importante en la perpetuacion de la condicién
quistica 'y

d) las células de la granulosa serian uno de los componentes de este
sistema nervioso ovarico intrinseco, revelando un nuevo rol para estas
células foliculares, clasicamente relacionadas con la sintesis y secrecion

de esteroides ovaricos.

Los hallazgos anteriores pueden ser esquematizados de la siguiente manera:
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Sistema nervioso
ovarico intrinseco,
compuesto por células
de la granulosa

Sistema
nervioso
ovarico
extrinseco

Cambios en Administracion de valerato
Complejo de estradiol
NGF/p75NTR

Sistema
nervioso
ovarico
intrinseco
activado
(células de la

Sistema
granulosa)

nervioso
ovarico
extrinseco
activado

Figura 22: Activacion del sistema nervioso ovarico intrinseco.

Los resultados experimentales apuntan a que existe un sistema nervioso ovarico intrinseco
que participa de manera conjunta con la inervacidn simpatica extrinseca en la homeostasis de
la NE intraovarica. Ademas se ha observado que en la activacion nerviosa presente en la
condicion quistica por efecto del valerato de estradiol, el sistema nervioso ovarico intrinseco
también se activa y es capaz de funcionar de manera conjunta pero a la vez independiente de
la inervacion extrinseca. El sistema nervioso ovarico intrinseco estaria compuesto por células
de la granulosa, las que poseen la capacidad de liberar NE recién incorporada. La
participacion del sistema nervioso intrinseco en la condicion quistica seria un factor
importante en la perpetuacion de la condicién quistica en el tiempo.

69



A Granulosas Granulosas DAT *
Sistema nervioso
ovarico intrinseco

Sistema
nervioso
ovarico

Terminal

nervioso Norepinefrina

Teca

1 Actividad nerviosa

Valeratode _____  ,yaricaintrinseca =~ ——» 1 Liberacion de
estradiol (incorporacién de NE via norepinefrina
DAT)
t MRNA NGF /
1 NGF

Mecanismo de retroalimentacion
positiva, que es capaz de
mantener la actividad nerviosa
de manera independiente de la
inervacion ovarica extrinseca

Figura 23: Modelo propuesto del mecanismo de hiperactivacion nerviosa en la
condicién de ovario poliquistico.

En A esquematiza el sistema nervioso ovarico intrinseco. Este estaria compuesto, al menos
en parte, por células de la granulosa las que poseen el transportador DAT. La NE que es
liberada mayoritariamente por la inervacion simpatica extrinseca, ademas de ejercer efectos
directos sobre los receptores R-adrenérgicos presentes en las células de la teca, podria ser
incorporada y liberada, a través, de DAT en las células de la granulosa en respuesta a
estimulo fisiologicos especificos. En la condicion quistica la activacion de este sistema
generaria una hiperactividad nerviosa que favoreceria la perpetuacion de la condicion quistica
en el tiempo, siendo capaz de independizarse del control nervioso simpatico. En B se
esquematizan los eventos secuenciales que estarian dando cuenta de la hiperactividad
nerviosa caracteristica de la condicion quistica.
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