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RESUMEN

RESUMEN

Las funciones ovaricas son reguladas por senales hormonales y
neurales que actian en sincronia en la modulacion del desarrollo
folicular, la secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion. En anos
recientes se ha observado que la alteracion de alguna de éstas senales
favorece el desarrollo de patologias como el sindrome del ovario
poliquistico, que afecta del 6 al 10% de la poblaciéon femenina,
convirtiéndose asi en la causa mas comun de infertilidad en mujeres de
edad reproductiva.

Diversos estudios han mostrado que el SOPQ se manifiesta
clinicamente por hiperandrogenismo que va acompanado por
concentraciones variables de gonadotropinas. Estas alteraciones culminan
con la irregularidad del ciclo menstrual, alteracion de la dinamica folicular
y anovulacion cronica. Datos experimentales muestran que en roedores, la
administracion de una sola dosis de valerato de estradiol induce el
desarrollo del sindrome del ovario poliquistico, que presenta
anormalidades morfolégicas y funcionales semejantes a las que se
observan en la mujer con esta patologia.

Puesto que actualmente se desconoce si las alteraciones ocasionadas
por el farmaco se inician desde la etapa prepuber, en el presente estudio
se utilizo a la rata infantil con sindrome del ovario poliquistico como
modelo experimental. Para ello se utilizaron hembras de la cepa CII-ZV de
10, 14 6 21 dias de edad, a las cuales se les administroé i.p. una sola dosis
de valerato de estradiol disuelto en aceite de maiz (2.0 mg/0.1 ml). Como
grupos testigo, se utilizaron animales tratados unicamente con el
vehiculo. Las hembras fueron sacrificadas por decapitacion a los 25 dias
de edad, al primer estro vaginal 6 a los 90 dias de edad, en el dia del estro
vaginal.

El analisis histolégico revel6 la presencia de quistes foliculares y de
estructuras prequisticas en todos los grupos que fueron tratados con
valerato de estradiol, independientemente de la edad de administracion
del farmaco y del periodo de evolucion. El numero total de foliculos en los
grupos tratados con el farmaco no se modifico, a pesar de que disminuyo
la poblacion de foliculos sanos e incrementé el numero de foliculos
atrésicos.

En los grupos tratados con VE se observo un adelanto en la edad de
apertura vaginal que en la mayoria de los animales se acompand del
primer estro vaginal.

ii



RESUMEN

En las hembras inyectadas con valerato de estradiol a los 10 6 21
dias de edad y sacrificadas a los 90 dias de edad se observo una condicion
de estro constante por periodos prolongados, mientras que las hembras
tratadas a los 14 dias de edad con el farmaco mostraron fluctuaciones en
su ciclo estral, sin llegar a ser ciclicas.

La respuesta ovulatoria en los animales tratados con VE se bloqueo6
cuando el farmaco se administr6 a los 10 6 21 dias de edad y los animales
se autopsiaron en la etapa adulta (0/11 vs. 9/12, p<0.05) o en la puber
(0/8 ws. 11/16, p<0.05), respectivamente. Cuando el farmaco se
administro a los 14 dias de edad y los animales se sacrificaron en el dia
del PEV, solo 1 de 12 ovulo, mientras que en los sacrificados a los 90 dias
de edad ovularon 6/14.

En las hembras tratadas con valerato de estradiol a los 10 dias
de edad y sacrificadas a los 25 dias de edad las concentraciones séricas
de progesterona (8.4+0.9 vs. 14.9%1.4, p<0.05) y testosterona (16.8+5.96
vs. 76.319.6, p<0.05) fueron menores que las de su grupo testigo,
mientras que la de estradiol fue mayor al ser comparada con la de su
grupo testigo (460.7+52.9 vs. 26.4+£3.8, p<0.05). Las ratas autopsiadas a
los 90 dias de edad presentaron una mayor concentracion plasmatica de
testosterona (54.5+£5.7 vs. 32.25%6.6, p<0.05) y estradiol (36.7£5.5 vs.
21.3%£1.3, p<0.05) en comparacion con su grupo testigo.

El grupo inyectado con VE a los 14 dias de edad y sacrificado al
primer estro vaginal, mostr6 un incremento en la concentracion
plasmatica de estradiol respecto a su grupo testigo (152.5£32.9 vs.
18.3%2.4, p<0.05). En los animales tratados a los 21 dias de edad, la
administracion del farmaco resultéo en el incremento de progesterona
(14.1+£3.8 vs. 6.4£0.9, p<0.05) y estradiol (509.7+235.7 wvs. 32.2+3.6,
p<0.05) al PEV; mientras que en la etapa adulta, sb6lo incremento el
estradiol (40.5+6.9 vs. 22.1+£2.96, p<0.05).

Los resultados del presente estudio muestran que la administracion
de valerato de estradiol induce el desarrollo del sindrome del ovario
poliquistico desde etapas tempranas del desarrollo.

iii



INTRODUCCION

INTRODUCCION

La supervivencia de un gran numero de especies depende de la
produccion de gametos y de su union, evento que culmina con la
formacion de un nuevo organismo. La funcion reproductiva se encuentra
regulada por el eje hipotalamo-hipofisis-gonada y por el sistema nervioso
central, que participa en la regulacion de las funciones ovaricas mediante

la inervacion simpatica (Arias, 2003).

El hipotalamo es el lugar de control e integracion de todas las senales
neurales y endocrinas procedentes del sistema nervioso, la hipofisis y el
ovario. El hipotalamo se encarga de regular la secrecion de la hormona
luteinizante y estimulante del foliculo por medio de la hormona liberadora
de las gonadotropinas y del factor inhibidor de la secrecion de las

gonadotropinas (Williams y Stancel, 1996; Sanchez Criado, 1999).

En el ovario, las gonadotropinas (LH y FSH) participan en la
regulacion del crecimiento y maduracion folicular lo que culmina con la
ovulacion; ademas, estimulan la secrecion de hormonas como la
progesterona, estrogenos, inhibina, activina y la relaxina, entre otras

(Williams y Stancel, 1996; Sanchez Criado, 1999).

Las hormonas esteroideas regulan las funciones del ovario mediante
mecanismos de retroalimentacion ejercidos sobre el hipotalamo y la
hipofisis, ademas de que participan en la determinacion de las
caracteristicas sexuales, tanto por sus acciones en los tejidos periféricos
como en el sistema nervioso central (Williams y Stancel, 1996; Sanchez

Criado, 1999; Guyton y Hall, 2001; Arias, 2003).
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En las ultimas décadas se ha observado que factores como el estrés,
el consumo de alimentos con altas cantidades de conservadores o el uso
de ciertos medicamentos con actividad estrogénica (anticonceptivos)
pueden resultar en trastornos endocrinos o neurales que afectan al eje

reproductor (Williams y Stancel, 1996; Yen, 2001b; Greiner y col., 2005).

Una de las principales patologias que afecta la capacidad
reproductiva en la mujer, es el sindrome del ovario poliquistico, que se
caracteriza por irregularidad del ciclo menstrual, hiperandrogenismo,
anovulacion créonica e infertilidad. En anos recientes, el sindrome ha sido
asociado con un desorden metabdlico que a largo plazo puede tener

implicaciones importantes en la salud (Franks y col., 1995; Yen, 2001a).

A pesar de que el sindrome del ovario poliquistico se describié por
primera vez hace mas de medio siglo, la etiologia precisa del sindrome
permanece aun desconocida. Por lo que, en el presente estudio se indujo
el sindrome del ovario poliquistico en ratas infantiles, con el fin de evaluar

si la patologia se desarrolla desde antes o durante el inicio de la pubertad.
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ETAPAS DEL DESARROLLO PREPUBERAL

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los cinco
meses de gestacion del humano (Ojeda y col., 1980). En éste momento,
tanto en la rata como en el humano se produce la diferenciacion sexual

del encéfalo, por la presencia o ausencia de la testosterona (Dorner, 1980).

Considerando los cambios morfologicos y fisiologicos que ocurren a
nivel del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, Ojeda y colaboradores (1980)

dividen el desarrollo prepuberal de la rata hembra en cuatro etapas.

Etapa Neonatal.

Abarca desde el nacimiento hasta el dia siete de vida. Durante la
primer mitad de esta fase, el crecimiento folicular se inicia en forma
independiente de las gonadotropinas (Peter, 1970; Smith-White y Ojeda,
1981), sin embargo, a finales de esta etapa, entre el cuarto y el quinto dia,
comienzan a formarse los receptores de la FSH y dos dias mas tarde los de
la LH. La uni6on de las gonadotropinas a su receptor estimula la secrecion

de las hormonas esteroides (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Durante la etapa neonatal, la retroalimentacion negativa del estradiol
no se establece debido a la elevada concentracion plasmatica de la
a-fetoproteina, que se une fuertemente a los estrogenos tornandolos
biologicamente inactivos (Raynaud, 1973). Asimismo, la concentracion
sérica de FSH que es baja desde el nacimiento, comienza a incrementar a
partir del quinto dia, mientras que la de LH se mantiene baja (Dohler y
Wuttke, 1974).



MARCO TEORICO

Etapa Infantil.

Comprende del dia 8 al 21 de vida. En éste etapa la concentracion de
FSH es muy alta (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon y col., 1976), alcanza
valores maximos a los 12 dias de edad y declina gradualmente a partir del
dia 15 (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). La elevada concentracion
de FSH es fundamental para el reclutamiento y crecimiento de los
foliculos que llegaran a ovular en la pubertad (Ojeda y col., 1980; Hage y
col., 1978).

Al inicio de esta fase, la LH comienza a presentar elevaciones
esporadicas, especialmente en la tarde (Dohler y Wuttke, 1974;
Mackinnon y col., 1976; Wuttke y col., 1980), pero a medida que finaliza
la etapa infantil, los picos dejan de producirse y su concentracion
disminuye. Durante esta fase comienza a detectarse la inhibina, una de
las hormonas que regula la secrecion de FSH actuando de manera directa
sobre la hipofisis (Rivier y Vale, 1987; Sander y col., 1987). Para el dia 16
de vida, la concentracion de la a-fetoproteina disminuye, lo que facilita el
establecimiento de la retroalimentacion negativa que ejerce el estradiol
sobre la secrecion de las gonadotropinas (Puig-Duran y col., 1977,

Germain y col., 1978; Andrews y col., 1981).

Etapa Juvenil.

Se extiende del dia 22 al 32 de vida. A partir de esta etapa, la
concentracion de FSH permanece baja y la de LH comienza a secretarse en
forma pulsatil (Andrews y Ojeda, 1981). Hacia el final de esta fase
incrementa la concentracion basal de LH (Meijs-Roelofs y col., 1983) y la
amplitud de sus pulsos durante la tarde (Urbanski y Ojeda, 1983),
estableciéndose asi un ritmo de secrecion circadiano. En el ovario se
observa un aumento de receptores a LH (Smith-White y Ojeda, 1981), que
aunado al patron de secrecion de esta gonadotropina, se traduce en una
mayor esteroidogénesis. En este momento, la retroalimentacion positiva
del estradiol sobre la LH ha quedado establecido (Ojeda y col., 1986).



MARCO TEORICO

Etapa Peripuber.

Inicia el dia 33 de vida y culmina con la primera ovulacion. Durante
esta etapa, el ovario presenta un mayor numero de receptores para FSH y
LH, lo que se traduce en una mayor capacidad esteroidogénica (Ojeda y
Urbanski, 1988). Aunado al patron de secrecion pulsatil y circadiano de la
LH, aparecen los minipicos o picos de baja amplitud, que son
dependientes del estradiol (Urbanski y Ojeda, 1986). Estos minipicos
indican que se ha establecido la retroalimentacion positiva del estradiol y
que una vez que se alcanza la concentracion adecuada de estrogenos, se
producira la primer descarga preovulatoria del GnRH que culminara con
el pico de gonadotropinas y la primera ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-

Mengido, 1990).
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PUBERTAD

El inicio de la pubertad es determinado por una multiplicidad de
eventos que se producen a nivel del eje hipotalamo-hipofisis-ovario y de
glandulas como la pineal y las adrenales (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994). Asimismo depende de la
inervacion que reciben los ovarios (Aguado y Ojeda, 1984; Ojeda y col.,
1983; Ramaley, 1980) y de factores como el entorno ambiental y la

alimentacion, entre otros (Ojeda y Urbansky 1994; Foster y Ebling, 1999).

La pubertad se define como una etapa de transicion entre la
inmadurez y la madurez sexual (Ramirez, 1973; Ramaley, 1980). En esta
etapa de la vida se producen los primeros gametos maduros y se inicia la

funcion reproductiva (Goldman, 1981).

En la rata, el desarrollo de los mecanismos neuroendocrinos que
participan en la regulacion del inicio de la pubertad se producen en un
lapso de 5 semanas, tiempo en el cual, el peso corporal aumenta 15 veces

y tres la longitud del cuerpo (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En los primates, la menarca es el signo de que ha iniciado la
pubertad, mientras que en los roedores, el inico signo externo que senala
su comienzo es la canalizacion de la vagina, que puede ir acompanada o
no, por la primera ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). En
la rata hembra, dependiendo de la cepa en estudio, el inicio de la pubertad
ocurre entre los 35 y 45 dias de edad (Ramirez, 1973; Ojeda y col., 1983).

La canalizacion de la vagina se produce generalmente al dia siguiente
de la primera elevacion brusca en las concentraciones plasmaticas de
gonadotropinas, que corresponde a los llamados picos preovulatorios. En
este dia, el frotis vaginal muestra células anucleadas de forma irregular
que son indicativas del primer estro vaginal (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).



MARCO TEORICO

Dias antes de que ocurra la apertura vaginal, se observan una serie
de cambios morfologicos en el utero, ovarios y la vagina, que son
indicativos de que esta por iniciarse la pubertad (Ojeda y col., 1976; Advis

y col., 1979):

©  Anestro. Los animales en esta fase se encuentran alrededor de
los 30 dias de edad, su utero es pequeno (con un peso humedo

menor de 100 mg) y no hay fluido intrauterino.

e Proestro Temprano. En esta etapa los animales tienen un
utero grande con fluido intraluminal y la vagina aun esta

cerrada.

O Proestro Tardio. Corresponde al dia del primer proestro. Los
animales presentan un utero balonado lleno de fluido, con un
peso humedo mayor de 200 mg. Los ovarios tienen foliculos
grandes y la mayoria de los animales en esta fase aun no
muestra apertura vaginal. El namero de receptores a LH en
células de la granulosa incrementa significativamente entre el

anestro y esta fase.

O Estro. En ésta etapa la vagina esta abierta y en la citologia
vaginal se observan células cornificadas que se caracterizan por
ser anucleadas y de forma irregular. Esta fase corresponde
generalmente al dia de la primera ovulacion, por lo que en el

ovario se observan varios cuerpos luteos recién formados.

e Primer Diestro. Se caracteriza por una citologia vaginal que
muestra predominancia de leucocitos y por la presencia de

cuerpos luteos dentro de los ovarios.
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DESARROLLO FOLICULAR

El ovario realiza dos funciones, la primera de ellas es la ovulacion,
evento que depende del crecimiento y maduracion folicular. Asi mismo, se
encarga de la produccion de hormonas esteroides que controlan el ciclo
menstrual o estral, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios,
ademas de que ejercen diversos efectos troficos sobre otros organos
y tejidos periféricos. Ambas funciones se encuentran reguladas
por la unidad hipotalamo-hipofisiaria (Sanchez Criado, 1999; Williams y

Stancel, 1996).

El ovario es un organo par, ovoide, constituido por tres zonas: la
region medular, localizada en la porcion central del ovario, que contiene
tejido conectivo laxo asi como vasos sanguineos y linfaticos (Sanchez
Criado, 1999). La region cortical, que se encuentra alrededor de la
médula y contiene foliculos ovaricos en diferentes estadios del desarrollo
(Ross y col., 1997). El hilio, que es la region donde se encuentran la
arteria y la vena ovarica, los vasos linfaticos y algunas terminales neurales
aportadas por el sistema nervioso simpatico y parasimpatico (Burden,

1985; Sanchez Criado, 1999).

En la mujer, la foliculogénesis se inicia durante el periodo fetal, de tal
forma que al momento del nacimiento su poblacion folicular se encuentra
ya definidal (Sanchez Criado, 1999), a diferencia de lo que ocurre en la
rata, donde la formacion de los foliculos se inicia poco después del
nacimiento (Rajah y Hirshfield, 1991) y la poblacion folicular total queda
establecida a las 48 horas de vida postnatal (Malamed y col., 1992).

1 En la mujer, los tnicos foliculos presentes al momento del nacimiento son los
primordiales (Fawcett, 1995).
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El foliculo ovarico es la unidad anatomico-funcional del ovario, donde
se encuentra contenido el ovocito. El incremento progresivo en el tamano
y complejidad morfologica del foliculo ovarico permiten establecer las
bases para identificar las diferentes etapas (Figura 1) por las que pasa el

foliculo durante su crecimiento y desarrollo (Bergman y col., 1998).

Ovocito
Liberado

% a L‘i.."_

Cuerpo___15
Hemorrégico Nt

Region h

o Foliculo
Cortica Secundario
Cuerpo—» Region < o5,

Luteo recién Medular 8 > 3
formado - «— Epitelio
Germinal
Cuerpo et : i‘\ Foliculos
Lateo —> . _“»~ Primarios
Maduro 7 3
\"':-..\‘ -
Foliculo
Cuerpo' * Primordial
Blanco

Vasos
Sanguineos
Hilio

Figura 1. Esquema del ovario en el que se muestra el desarrollo folicular
que culmina con la ovulacion y la formacion del cuerpo ltteo o amarillo,
estructura que posteriormente sufre regresion y origina al cuerpo blanco
(Modificado de Marieb, 1992).
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Los foliculos primordiales (Figura 1) son los mas pequenos y
numerosos. Cada uno de ellos esta conformado por un ovocito
esférico, rodeado por una capa de células foliculares (células epiteliales
aplanadas) y delimitado por una membrana basal poco evidente

(Bergman y col., 1998).

En el foliculo primario (Figura 1) el ovocito aumenta de tamano, las
células foliculares aplanadas cambian de forma, adoptando la forma
cuboidal y originan asi, a las células de la granulosa. Durante el
crecimiento del ovocito se forma una gruesa membrana llamada zona
pelucida? (constituida de mucopolisacaridos) que separa al ovocito de las
células de la granulosa circundante y se encarga de nutrirlo. Por otro lado,
las células del estroma se agrupan mas estrechamente y forman la teca,
que en ésta etapa, todavia no se diferencia en capas. Ademas, la lamina

basal se hace mas evidente (Bergman, y col., 1998; Geneser, 2000).

Cuando el foliculo esta conformado de varias capas de células de la
granulosa, recibe el nombre de foliculo secundario, antral o vesicular
(Figura 1). Durante ésta etapa, se forman espacios entre las células de la
granulosa por acumulacion de liquido folicular, a los cuales se les
denomina cuerpos de Call-Exner, que al fusionarse entre si, forman un
espacio amplio dentro de la granulosa, llamado antro folicular. Al mismo
tiempo, el compartimiento tecal se diferencia en una teca interna y una
externa, donde la teca interna adquiere una rica vascularizacion y sus
células tienen la capacidad de sintetizar hormonas esteroides, mientras
que la teca externa mantiene su naturaleza de tejido conectivo con células

musculares lisas (Fawcett, 1995; Bergman y col., 1998).

2 En la actualidad se desconoce si la zona peltucida es secretada por el ovocito,
por las células de la granulosa circundante o por ambos (Van Voorhis y col.,
1999a).
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En el foliculo de Graaf o terciario (Figura 1 y 2) se encuentran ya
bien diferenciadas estructuras como el cimulo o6foro y la corona radiada,
que se forman a partir de células de la granulosa y cuya funcion principal
es proporcionar nutrientes para el crecimiento del ovocito (Gore-Langton y
Armstrong, 1994). Estos foliculos forman una elevacion en la superficie
del ovario, sitio en el cual tendra lugar la ovulacion. El foliculo maduro se
rompe y el 6vulo se desliza lentamente fuera de la superficie ovarica, en el

torrente del liquido folicular (Geneser, 2000).

Teca
Externa

Células de la
Granulosa

Ovocito

Teca

Interna
Nucleo
Corona )
Radiada Cumulo
Oodforo

Figura 2. Esquematizacion de las diferentes partes que conforman

al foliculo de Graaf (Tomado de Arias, 2003).
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En los roedores, algunos foliculos inician su crecimiento a lo largo del
ciclo estral, que dura de cuatro a cinco dias (Sanchez Criado, 1999).
El crecimiento de los foliculos continiia hasta que culminan con la
ovulacion o bien degeneran por atresia. En la etapa del estro son
expulsados varios ovulos que pueden ser o no fecundados (Freeman,
1994). En la rata, los foliculos se clasifican como pequenos (menores de
350 pm), medianos (350 a 449 um) o preovulatorios (mayores de 450 um)

(Ricardo, 2005).

El ciclo ovarico se divide en dos etapas, la folicular y la luteal.
Durante la fase folicular ocurre el crecimiento y desarrollo de los foliculos
y concluye con la ovulacion (Geneser, 2000). En la mujer, la ovulacion por
lo regular se alterna en el ovario derecho e izquierdo (Bergman y col.,
1998), a diferencia de lo que ocurre en roedores, donde por lo general, la

ovulacion se produce por ambos ovarios (Greenwald y Roy, 1994).

Una vez que finaliza la fase folicular del ciclo ovarico, inicia la fase
luteal, que se caracteriza por la formacion del cuerpo luteo encargado de
secretar las hormonas necesarias (estrogenos y progesterona) que
preparan al Utero ante la posible implantacion del huevo y el desarrollo de
la placenta (Geneser, 2000). En la mujer, cuando la fertilizacion no ocurre,

el cuerpo luteo degenera y se forma el cuerpo blanco (Jacob y col., 1982).
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En el caso de la rata, después de que ocurre la ovulacion se forman
varios cuerpos luteos que en el diestro del siguiente ciclo estral presentan
un tamano maximo. Estos cuerpos luteos presentan signos de regresion
en el diestro del segundo ciclo. Las concentraciones de progesterona
secretadas por el cuerpo luteo de roedores son bajas durante uno o dos
dias. Cuando ocurre la fertilizacion de los ovocitos, la hipofisis secreta
altas cantidades de LH que rescatan al cuerpo luteo y permiten su
permanencia durante la etapa de gestacion (que dura de 20 a 22 dias).
Finalmente el cuerpo Iuteo experimenta regresion o luteolisis

(Freeman, 1994).
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BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

La esteroidogénesis ovarica es un proceso complejo regulado por
senales neuroendocrinas, que tiene lugar de manera secuencial en las
células de la teca interna y de la granulosa (Speroff, 1983; Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

Los ovarios secretan varias hormonas esteroideas que incluyen
progestagenos (pregnenolona, 17a-hidroxiprogesterona y progesterona),

androgenos (androstenediona y testosterona) y estrogenos (estrona y 17[3-
estradiol) (Speroff, 1983; Sanchez Criado, 1999; Van Voorhis, 1999b).

Las hormonas esteroides controlan la secrecion de gonadotropinas
mediante mecanismos de retroalimentacion (positiva o negativa) ejercidos
sobre el hipotalamo y la hipédfisis (Arias, 2003). Asimismo, actian en
diversos tejidos y organos blanco que comprenden ademas del sistema
reproductivo, el sistema musculo-esquelético, el sistema cardiovascular, el
sistema inmune y tejidos como el adiposo y el cutaneo (Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

El colesterol es el precursor inicial en la sintesis de hormonas
esteroides, que es transportado en la sangre principalmente en forma de
lipoproteinas3 circulantes (Sanchez Criado, 1999; Van Voorhis, 1999b;
Gore-Langton y Armstrong, 1994). Otras fuentes de colesterol en el ovario
incluyen el que se encuentra almacenado a nivel celular, bajo la forma de
ésteres (Pedernera, 1993) o el que se forma a partir del acetato, derivado
del metabolismo de carbohidratos, lipidos o proteinas dentro de las células

(Van Voorhis, 1999b; Gore-Langton y Armstrong, 1994).

3 Las lipoproteinas se componen de una parte lipidica y una protéica, ésta tltima
constituye el sitio de unioén al receptor y se le denomina apoproteina (Van
Voorhis, 1999b).
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Para la biosintesis de hormonas esteroides, cada tipo celular usa en
forma preferencial una de estas fuentes de colesterol (Pedernera, 1993).
Asi, los compartimientos ovaricos que cuentan con un abundante
suministro sanguineo como son la teca interna, el cuerpo luteo y la
glandula intersticial, utilizan a las lipoproteinas como fuente principal de
colesterol. En tanto que las células de la granulosa que carecen de
irrigacion, sintetizan hormonas esteroides, como la progesterona, a partir

del acetato (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Una vez que las lipoproteinas se unen a su receptor en la membrana
celular, el complejo lipoproteina-receptor es internalizado a la célula y
fragmentado por accion de las esterasas lisosomales (Pedernera, 1993;

Van Voorhis, 1999b; Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Cuando el colesterol queda libre de la fraccion protéica, es
transportado por una proteina reguladora, denominada StAR, hacia la
mitocondria donde es metabolizado a pregnenolona (Figura 3). El complejo
enzimatico que cataliza esta reaccion comprende tres componentes: un
citocromo P450ssc, una flavoproteina y una proteina de tipo hemo

(Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b).

Inmediatamente después de que se ha formado la pregnenolona,
puede ser metabolizada por dos vias diferentes que ocurren en del reticulo
endoplasmico liso. La pregnenolona puede ser transformada a
progesterona por accion de la 3fB-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A5-4
isomerasa (3B-HSD) o seguir la ruta metabdlica de la enzima citocromo
P450c17a, 17 o-hidroxilasa y 17, 20 liasa y ser convertida en
androstenediona (Figura 3) (Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong,

1994; Van Voorhis, 1999b).
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Figura 3. Muestra el efecto de las gonadotropinas sobre la biosintesis de
hormonas esteroides en células de la pared folicular, mediante la activacion de
receptores acoplados al AMPc. R, receptor; LH, hormona luteinizante; FSH,
hormona estimulante del foliculo; ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin

monofosfato ciclico (Modificado de Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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Posteriormente, la androstenediona es transformada a testosterona
(Figura 3) por actividad de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. En
células de la teca interna, la biosintesis de hormonas esteroides es
estimulada por la LH, que se encarga de aumentar la actividad enzimatica

y la recaptura del colesterol (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Una vez que los andrégenos son liberados por células de la teca
interna, difunden a través de la lamina basal y son captados por las
células de la granulosa, donde, por accion de las aromatasas (P450arom)
son metabolizados de androstenediona a estrona o de testosterona a
estradiol (Figura 3) en el reticulo endoplasmico liso (Gore-Langton y

Armstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b).

En las células de la granulosa, la FSH estimula la transcripcion de las
aromatasas. Estas enzimas ademas de encontrarse en el ovario, se
localizan en el cerebro, en el testiculo y en tejidos como el adiposo y la

placenta (Van Voorhis, 1999b).

17



MARCO TEORICO

ATRESIA FOLICULAR

Las hembras de los vertebrados nacen con un numero finito de
ovocitos, la gran mayoria de los cuales degeneran por atresia (Devine y
col., 2000). Se estima que en el humano, mas del 99% de los foliculos
llegan a ser atrésicos, mientras que en el raton, alrededor del 77%

(Byskov, 1978).

La degeneracion y pérdida folicular, denominada atresia, puede
ocurrir en cualquier estadio del desarrollo folicular, desde los primordiales
hasta los antrales. Este proceso se da continuamente con cada ciclo
reproductivo hasta que el conjunto de foliculos queda completamente
depletado y ocurre la senescencia reproductiva (Hsueh y col., 1994; Kaipia

y Hsueh, 1997; Oliver y col., 1999).

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

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

A las gonadotropinas se les considera como factores que inhiben el
proceso por el que los foliculos degeneran y van a la atresia (Ojeda y
Urbanski, 1994; Oliver y col., 1999). Durante la etapa prepuber, la
incidencia de atresia parece deberse a la presencia de bajas
concentraciones de FSH, que son capaces de iniciar el desarrollo de los

foliculos hasta el estadio antral, pero que son insuficientes para estimular
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el crecimiento folicular a término (Van Voorhis, 1999a; Oliver y col., 1999).
Se ha mostrado que en ratas de 26 dias de edad, la administracion de
PMSG (gonadotropina del suero de yegua prenada), rescata a los foliculos
de la atresia (Braw y Tsafriri, 1980), razén por la cual a la FSH se le
confiere un efecto anti-atrésico al inhibir la degeneracion y muerte celular

en los foliculos ovaricos (Oliver y col., 1999).

Durante el proceso de atresia folicular, se observan cambios
morfologicos en estructuras como el ovocito, las células de la granulosa y

las células tecales. En el estadio inicial de atresia, algunas células de la

granulosa muestran picnosis nuclear?, especialmente las que estan en

contacto con el antro (Van Voorhis, 1999a; Oliver y col., 1999).

En la etapa tardia de atresia, las células de la granulosa no proliferan
y comienzan a morir y a descamarse en el antro folicular. Las células de la
teca se hipertrofian, la membrana basal se fragmenta y los leucocitos
invaden el foliculo. En éste momento, el ovocito puede presentar
fragmentacion de la vesicula germinal y conservarlo en meiosis detenida

(Oliver y col., 1999).

Durante el estadio final de atresia, la contraccion folicular progresa
hasta la casi completa involucion del foliculo (Van Voorhis, 1999a; Oliver y
col., 1999). Eventualmente el ovocito degenera y se fragmenta. Los
remanentes del foliculo atrésico persisten dentro del ovario como
estructuras semejantes a una cicatriz (Oliver y col., 1999). La teca de
aquellos foliculos que van a la atresia forma parte de la glandula

intersticial (Greenwald y Roy, 1994).

4 Se denomina picnosis nuclear a la tincién irregular del nuicleo de las células de
la granulosa, debido a la fragmentacion del material genético (Oliver y col., 1999).
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Los foliculos atrésicos se caracterizan por un incremento en la
sintesis de androstenediona, como resultado de la hipertrofia tecal.
Asimismo, en células de la granulosa se observa una marcada reduccion
en la actividad de las aromatasas y en la sintesis de estradiol, en
respuesta a la disminucion en el numero de receptores a las

gonadotropinas (Hsueh y col., 1994; Van Voorhis, 1999a).

El mecanismo que favorece el proceso de atresia folicular es la
apoptosis o muerte celular programada (Hsueh y col., 1994; Tilly, 1998;
Markstrom y col., 2002), que se caracteriza por la condensacion de la

cromatina nuclear y la fragmentacion del ADN (Van Voorhis, 1999a).
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SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO

El sindrome del ovario poliquistico es un desorden endocrino y
metabolico que afecta del 6 al 10% de la poblacion femenina
(Tsilchorozidou y col., 2004), siendo la causa mas comun de infertilidad en
mujeres en edad reproductiva (Franks, 1995; Yen, 2001a; Hoyt y Schmidt,
2004). Esta patologia se caracteriza comunmente por el fracaso ovulatorio,
presencia de quistes foliculares, irregularidad del ciclo menstrual,
hiperandrogenismo  (elevada  concentracion de  androgenos) y
concentraciones variables de gonadotropinas (Vaitukaitis, 1983; Taketani,
1990; Yen, 2001a). En muchos de los casos, el sindrome se asocia con
hipertension y resistencia a la insulina (Tsilchorozidou y col., 2004), que
son factores que incrementan el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Kannel, 2002). Asimismo, mujeres con el SOPQ desarrollan una

respuesta hiperactiva al estrés (Lobo y col., 1983).

Estudios realizados en pacientes con el sindrome han mostrado que
existe una considerable heterogeneidad de sintomas entre las mujeres que
presentan dicha patologia (Malacara, 1990; O Driscoll y col., 1994; Yen,
2001a). Este hecho dio la pauta para que en 1990 se llevara a cabo una
conferencia en el National Institute of Child Health and Human
Development donde se definio, que la elevada concentracion de
androgenos y la disfuncion ovulatoria, serian los criterios considerados

para el diagnostico del sindrome (Zawadzki y Dunaif, 1992).

A pesar de los progresos hechos hacia la caracterizacion de los
diferentes componentes histolégicos y neuroendoécrinos del sindrome del
ovario poliquistico, la etiologia precisa permanece aun desconocida. Sin
embargo, parece claro que su iniciacion o progresion puede ser
determinada por una variedad de factores interrelacionados, entre los
cuales se encuentran el eje hipotalamo-hipéfisis, el microambiente ovarico
o adrenal e incluso, la inervacion ovarica (Semenova, 1969; Franks, 1995;
Franks y col., 1996; Lobo, 1996; Diamanti-Kandarakis y Dunaif, 1996;
Yen, 2001a; Tsilchorozidou y col., 2004).
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FOLICULOGENESIS EN EL SINDROME
DEL OVARIO POLIQUISTICO

El desarrollo folicular es un proceso complejo regulado via hormonal
y neural (Dissen y col., 1993; Ojeda y col., 1994; Richards, 1994; Williams
y Stancel, 1996; Sanchez Criado, 1999). En el sindrome del ovario
poliquistico, ambas vias se encuentran modificadas (Lewis, 2001; Yen,
2001a; Barria y col., 1993, Rosa-E-Silva y col., 2003).

En pacientes con SOPQ, la morfologia ovarica revela un incremento
en el tamano de las gonadas (de manera bilateral) y la presencia de una
capsula engrosada que se encuentra desprovista de vascularizacion
(Malacara, 1990; Yen, 2001a).

En éstas mujeres, la anovulacion se manifiesta como infertilidad y
disturbios menstruales (Franks, 1995). Las mujeres afectadas con la
patologia generalmente empiezan la menarca a una edad normal (10 a 16
anos de edad) sin embargo, sus ciclos permanecen irregulares
progresando de oligomenorrea (menstruaciones esporadicas) a amenorrea

(ausencia de sangrados menstruales) (Hunter y Sterrett, 2000).

En mujeres con sindrome del ovario poliquistico, la administracion
del citrato de clomifeno (antagonista estrogénico) permite reiniciar la
ciclicidad menstrual y la ovulacion, en respuesta al bloqueo de la
retroalimentacion negativa de los estrogenos y al consecuente incremento
en la secrecion de las gonadotropinas (Franks, 1995; Williams y Stancel,
1996; Goldfien y Monroe, 1998; Yen, 2001a). Estos resultados han llevado
a sugerir que la alteracion en el ciclo menstrual y en la respuesta
ovulatoria resulta del incremento en la concentracion de estrogenos

circulantes (Yen, 2001a, b).
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Por otro lado, algunos estudios clinicos han indicado que la
foliculogénesis en el SOPQ se caracteriza por un incremento en la
poblacion de foliculos primarios (Hughesden, 1982; Yen, 1991), aparicion
de maultiples foliculos antrales de tamano medio y ausencia de foliculos
preovulatorios (Erickson, 1991). Este patron de desarrollo folicular podria
reflejar un aumento en el reclutamiento folicular pero con interrupcion del
desarrollo de los foliculos en el estadio antral (Yen, 2001a).

El analisis histologico de los ovarios de mujeres con el sindrome
revela la presencia de quistes foliculares, cuya teca interna es prominente
y frecuentemente tiene la apariencia de estar luteinizada. Ademas se
observan pocos cuerpos luteos y una menor cantidad de cuerpos blancos
(Malacara, 1990).

Segun Yen (2001a), los quistes foliculares se originan a partir de
foliculos antrales que no culminaron su crecimiento y desarrollo. Se ha
mostrado que los quistes se caracterizan por la presencia de una cavidad
antral muy amplia, disminucion de las capas de la granulosa e hiperplasia
tecal (mayor crecimiento de las células de la teca), como se observa en la

figura 4.
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Figura 4. Representacion de un quiste folicular del

ovario de la mujer (Tomado de Yen, 2001a).
Algunos autores han indicado que esta alteracion en el desarrollo

folicular posiblemente resulte de la modificacion en la concentracion de
las hormonas gonadotropicas (Franks y col., 1996; Yen, 2001a).
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PERFIL HORMONAL EN EL SINDROME
DEL OVARIO POLIQUISTICO

El ciclo hormonal femenino depende de la interaccion entre la GnRH,
producida por el hipotalamo, las gonadotropinas hipofisiarias y las
hormonas esteroides sintetizadas por el ovario (Hoyt y Schmidt, 2004). Si
cualquiera de las hormonas secretadas por el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario llega a estar cronicamente elevada o suprimida, puede ocurrir la
disfuncion del ciclo (Hoyt y Schmidt, 2004).

En las mujeres con sindrome del ovario poliquistico, las
concentraciones de gonadotropinas se mantienen constantes, a diferencia
de lo que ocurre durante un ciclo normal, donde se observan
fluctuaciones (Hoyt y Schmidt, 2004). La gran mayoria de las pacientes
con el sindrome presentan elevadas concentraciones de LH (Franks, 1989)
y bajas o normales de FSH (Holte y col., 1994). Este patrén de secrecion
no permite el incremento de LH necesario para la luteinizacion del foliculo,
lo que resulta en una falta de ovulacion y una elevada concentracion de
androgenos. Por otro lado, la concentracion de FSH, aun cuando por lo
general se encuentra dentro de un rango normal, no presenta
fluctuaciones a lo largo del ciclo, lo que impide que el desarrollo folicular
sea regulado adecuadamente (Lewis, 2001). Estas diferencias en el modelo
de secrecion de las gonadotropinas han sido atribuidas al incremento en
la frecuencia de los pulsos de GnRH (Rebar y col., 1976; Yen, 2001a).

Estudios clinicos han mostrado que en mujeres con el sindrome, la
elevada concentracion plasmatica de LH (Franks, 1989; Taylor y Hall,
1996) produce una estimulacion cronica sobre las células de la teca, lo
que trae aparejado el incremento en la secrecion de testosterona y
androstenediona (Figura 5) (Gilling-Smith y col., 1994). Es posible que
este hiperandrogenismo en mujeres con SOPQ, resulte de la
sobreexpresion de la P450c17a (Rosenfield y col., 1990; Rosenfield, 1999),

enzima limitante en la biosintesis de los androgenos (Yen, 2001a).
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Figura 5. Estimulacién cronica de la LH sobre las células tecales. Una vez que la
LH se une a su receptor de membrana, se incrementa la expresion del complejo
enzimatico P450cl17a, que cataliza la actividad de la 17ca-hidroxilasa y de la
17,20 liasa lo que resulta en una mayor conversion de progesterona en
androgenos. GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; LH, hormona
luteinizante; R, receptor; ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato
ciclico (Modificado de Yen, 2001a).

A pesar de que en las mujeres con sindrome del ovario poliquistico la
produccion intraovarica de estrogenos es baja, se observa un incremento
en la concentracion circulante de la hormona, como resultado de la
conversion periférica de androstenediona en estrona. Dichos estrogenos
estimulan la liberacion continua de LH e inhiben la secrecion de FSH
(Hoyt y Schmidt, 2004).

En estudios previos se ha mostrado que la disfunciéon hormonal que
caracteriza al SOPQ favorece la expresion de otras enfermedades,
incluyendo disfuncion en el metabolismo de la glucosa, dislipidemia,
enfermedades cardiovasculares, asi como cancer de mama y de
endometrio (Mishell, 1997; Solomon, 1999).
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MARCO TEORICO

SINDROME DEL OVARIO POLIQUISTICO INDUCIDO POR
LA ADMINISTRACION DE VALERATO DE ESTRADIOL

Las investigaciones realizadas en cuanto al estudio del sindrome del
ovario poliquistico no sé6lo se ha enfocado al analisis de observaciones
clinicas, sino también experimentales. Existen evidencias de que en
roedores, la administracion de valerato de estradiol, un farmaco de larga
actividad, que tiene una vida media de siete a 15 dias (Rosa-E-Silva y col.,
2003), induce el desarrollo del SOPQ (Brawer y col.,, 1978, 1986;
Hemmings y col., 1983; Schulster y col., 1984; Farookhi y col., 1985;
Barria y col., 1993; Lara y col., 1993; Stener-Victorin y col., 2000, 2005;

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

Aun cuando el modelo de la rata con SOPQ no reproduce todas las
caracteristicas de la patologia en humanos, el valerato de estradiol
favorece el desarrollo de un estado anovulatorio que exhibe muchas de las

caracteristicas endocrinas y morfologicas observadas en la mujer.

Segun varios autores, la administracion de valerato de estradiol a
ratas altera la dinamica del desarrollo folicular, lo cual es evidenciado por
una disminucion en el nimero de foliculos sanos (Rosa-E-Silva y col.,
2003), incremento en la poblacion de foliculos antrales pequenos,
ausencia de cuerpos luteos (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003),
anovulacion y formacion de quistes foliculares (Brawer y col., 1978, 1986;

Lara y col., 2000).
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MARCO TEORICO

Las estructuras quisticas que se forman en el ovario de la rata, a
pesar de que son muy semejantes a las que se observan en la mujer,

carecen de ovocito (Lara y col., 2000).

Algunos autores han mostrado que en la rata, la administracion de
VE reduce de manera significativa el tamano de las gonadas (Brawer y
col., 1986; Lara y col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003) debido a la
disminucion en el numero de cuerpos luteos, como se observa en la figura

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

Quistes
Cuerpos ~Foliculares

ll:I .jt" ..Hx l‘ - --'.. '
- - Luateos i
i e b 11..‘.'-‘" f'}.. . 7
[ et TP

Foliculos
Preovulatorios

Figura 6. Corte histolégico del ovario de un animal testigo (A), en comparacion
con el de un animal con SOPQ (B), donde se observa una marcada reduccion de
la masa ovarica por efecto del tratamiento con valerato de estradiol (Tomado de

Rosa-E-Silva y col., 2003).
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MARCO TEORICO

En el modelo de la rata infantil tratada con valerato de estradiol,
se observa una disminucion en la concentracion sérica de gonadotropinas
(Figura 7), donde el decremento es mas evidente en LH que en FSH
(Rosa-E-Silva y col. 2003). Segun los autores, esto podria verse facilitado
por la disminucion en la sensibilidad de la hipofisis a la GnRH, por el
incremento en la produccion de estradiol ovarico o por una mayor

sensibilidad de la hipoéfisis al mecanismo de retroalimentacion del

estradiol.
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Figura 7. Concentraciéon sérica de LH y FSH en animales testigo y en
animales tratados con valerato de estradiol (VE). LH, hormona luteinizante;
FSH, hormona estimulante del foliculo (Modificado de Rosa-E-Silva y col.,
2003).
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Por estudios in vitro se ha observado en el modelo del animal con
SOPQ una alteracion en la esteroidogénesis ovarica, donde la secrecion de
estradiol incrementa de manera significativa, posiblemente como
resultado de una mayor actividad de las aromatasas. Mientras que la
secrecion de progesterona y andréogenos no se ve modificada (Figura 8)

(Barria y col., 1993).
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* p < 0.05 vs. las otras etapas del ciclo estral.
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Figura 8. Cuantificacion in vitro de la secrecion ovarica de progesterona,
androgenos y estradiol en animales testigo en diestro (D), proestro (P),
estro (E) o metaestro (M) en comparacion con la producciéon de
esteroides ovaricos en animales tratados con valerato de estradiol (VE)
(Modificado de Barria y col., 1993).
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Adicionalmente se ha sugerido que el sindrome del ovario
poliquistico, inducido por la administracion de valerato de estradiol, esta
asociado a la hiperactividad de las fibras simpaticas que arriban al ovario,
via nervio ovarico superior (Lara y col., 1993; Barria y col., 1993; Rosa-E-
Silva y col., 2003). Esto es evidenciado por un aumento en la capacidad de
las terminales nerviosas para incorporar y liberar noradrenalina, por un
incremento en el contenido de NA ovarica y por la disminucion en el
numero de receptores B-adrenérgicos en células de la teca interna y de la

glandula intersticial (Lara y col., 1993).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de productos que contienen altas cantidades de
conservadores o el uso de ciertos medicamentos con actividad estrogénica,
ha sido un problema para el sector salud dado que se le ha asociado con

el incremento en la infertilidad femenina.

El sindrome del ovario poliquistico se caracteriza por una alteracion
en la concentracion sérica de hormonas gonadotropicas y esteroides
que culminan con la presencia de grandes quistes foliculares, aciclicidad
y falta de ovulacion. Sin embargo, se desconoce cual es la dinamica
del patron de crecimiento y desarrollo folicular y como son los cambios
en la capacidad de sintesis por parte del ovario poliquistico, desde
que inicia la pubertad, o bien, desde que se desarrolla el sindrome, hasta

la etapa adulta.

Por lo que en el presente estudio se decidio utilizar un modelo
experimental que permita reproducir el sindrome del ovario poliquistico.
Para ello, a ratas en la etapa infantil se les administré una sola dosis de
valerato de estradiol y se evalud su efecto a nivel del desarrollo folicular y
de la alteracion en la concentracion sérica de hormonas esteroides en la
etapa juvenil, puberal y adulta. Ademas se analiz6 si en dicho modelo
experimental se presenta o no la ovulacion y si existe correlacion entre los

perfiles hormonales y la citologia vaginal.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Dado que en la rata, la administracion de valerato de
estradiol induce el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico,
las alteraciones en la dinamica del crecimiento folicular y en la
sintesis de hormonas ovaricas, caracteristicas de este sindrome,
dependeran de la edad de administracion del farmaco y del periodo

de evolucion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

%  Analizar las funciones ovaricas en la rata juvenil, puber y
adulta con sindrome del ovario poliquistico, en respuesta a la

administracion de valerato de estradiol en la etapa infantil.

OBJETIVOS PARTICULARES

©e Evaluar en el modelo del animal infantil, el efecto de la
administracion de valerato de estradiol, sobre la dinamica del

crecimiento y diferenciacion folicular.

% Analizar el efecto de la induccién del sindrome del ovario
poliquistico sobre el inicio de la pubertad, el ciclo estral y la

respuesta ovulatoria en la rata puber o adulta.

©% Estudiar el efecto de la administraciéon de valerato de estradiol
a los 10, 14 6 21 dias de edad sobre las concentraciones séricas
de progesterona, testosterona y estradiol en la rata juvenil,

puber o adulta.
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MATERIAL ¥ METODO

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CII-ZV que al momento del
nacimiento (dia cero) fueron sexadas y colocadas en camadas de seis crias
por caja, cinco hembras y un macho, con la finalidad de evitar
alteraciones en la maduracion del sistema nervioso central y del aparato

reproductor del animal (Salas y col., 1991).

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de
iluminacion con 14 horas de luz por 10 horas de oscuridad (luces
encendidas de las 05:00 a las 19:00 horas), a una temperatura de
22 + 2 °C, con libre acceso a la madre hasta el dia del destete (21 dias de

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

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales se dividieron en los siguientes grupos experimentales:
un grupo fue inyectado i.p. con una sola dosis de valerato de estradiol (2.0
mg en 0.1 ml de aceite de maiz), dosis que se ha probado es capaz de
inducir el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico (Brawer y col.,
1986; Lara y col., 1993). Como grupo testigo se consider6 a los animales
inyectados i.p. con 0.1 ml de aceite de maiz (Vh) (Figura 9). Cada grupo

estuvo conformado de 10 a 12 animales.
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Las ratas fueron inyectadas a los 10, 14 6 21 dias de edad. En el caso
de las hembras tratadas a los 10 dias de edad, la autopsia se realizo a los
25 dias, al primer estro vaginal o a los 90 dias de edad; mientras que, en
aquellos animales a los que se les administro el farmaco a los 14 6 21 dias
de edad, la autopsia se llevo a cabo en el dia del PEV o a los 90 dias de
edad. En las hembras que se sacrificaron a los 90 dias de edad, se verifico

la presencia del estro vaginal (Figura 9).

Ratas Hembras
cepa CII-ZV

v |

Edad de Inyeccion
]

v v

10 dias 14 dias [[ 21 dias

_

De §

25 dias

i

Autopsia

PEV

PEV

Autopsia

90 dias

90 dias

Figura 9. Representacion esquematica del disefio experimental.

Vh, vehiculo; VE, valerato de estradiol; PEV, primer estro vaginal.
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APERTURA VAGINAL Y CICLO ESTRAL

Tomando en cuenta que el valerato de estradiol adelanta el inicio de
la pubertad (Rosa-E-Silva y col., 2003), el monitoreo de la apertura vaginal
se realizo a partir de la fecha de administracion del farmaco. En el caso de
los animales testigo, la canalizacion de la vagina se verifico a partir de los
30 dias de vida.

Una vez que las hembras presentaron canalizacion de la vagina, se
inicié la toma del frotis vaginal y se evaluo el ciclo estral. La frecuencia y
duracion de las diferentes fases del ciclo estral fueron evaluadas por la
proporcion relativa de células cornificadas y leucocitos (fase de Diestro 1 o
Metaestro), leucocitos (fase de Diestro 2), células epiteliales nucleadas
(fase de proestro) y células cornificadas (fase de Estro) (Freeman, 1994,
Sanchez Criado, 1999).

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Al momento de la autopsia, los animales fueron pesados y
posteriormente sacrificados por decapitacion entre las 10:00 y 12:00
horas del dia del estro. Los ovarios, el utero y las glandulas adrenales
fueron disecados y pesados en balanza analitica. Los oviductos se
revisaron con ayuda de un microscopio estereoscopico para realizar el

conteo de ovocitos liberados.

La sangre del tronco fue colectada en tubos de ensaye y se dejo
coagular por 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 3500 r.p.m, durante 15 minutos. Posteriormente se
separo el suero del boton celular y se dividié en cinco alicuotas de 150 pl.
Las muestras de suero se mantuvieron a -20 °C hasta el momento de la

cuantificacion de hormonas esteroides.
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VALORACION DE LA DINAMICA DEL
CRECIMIENTO FOLICULAR

Los ovarios de los animales de cada grupo experimental fueron fijados
en solucion de Bouin por 24 horas, deshidratados en alcohol (al 70 y 96%)
y cloroformo e incluidos en parafina. Posteriormente se realizaron los
cortes histolégicos de manera seriada a 10 um de grosor y fueron tenidos

con la técnica de hematoxilina-eosina.

Para la determinacion del diametro folicular, se midi6 con ayuda de
un ocular micromeétrico (de 1/100 divisiones), el diametro mayor (D1) y el
perpendicular a éste (D2), que corresponden a la distancia de membrana
basal a membrana basal, como se muestra en la figura 10. El diametro
promedio (Dp) se calculo con la relacion: Dp = (D1 + D2)/2, y se determind

solo en aquellos foliculos cuyo ovocito presentdé nucleo y nucleolo bien

definido.
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Figura 10. Representacion esquematica de la medicion del diametro

folicular. D1, diametro mayor; D2, diametro perpendicular.
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La dinamica del crecimiento folicular se evalu6 mediante Ila
proporcion de foliculos sanos, atrésicos y quistes foliculares. Se
consideraron como foliculos atrésicos aquellos que presentaron al menos
una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear de las células de la
granulosa, descamacion de éstas en la cavidad antral e hiperplasia de las

capas celulares de la teca (Greenwald y Roy, 1994).

Fueron definidos como quistes foliculares (Figura 11A) aquellos que
presentaron una cavidad antral amplia, disminucion de las capas de la
granulosa, hiperplasia tecal y ausencia de ovocito (Brawer y col., 1986;
Lara y col., 2000). También consideramos como quistes foliculares
aquellas estructuras que se encuentran en un estadio transitorio entre un
foliculo preovulatorio normal y un quiste folicular. Segun Lara y
colaboradores (2000), estas estructuras de transicion, denominadas
foliculos tipo III, se caracterizan por presentar o no ovocito, contienen de
cuatro a cinco capas de células de la granulosa, con una teca
aparentemente normal y presentan invaginaciones y evaginaciones en la

pared folicular (Figura 11B).
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Figura 11. Aspectos morfologicos de un quiste folicular (A) y de un
foliculo tipo II (B). Cg, células de la granulosa; Ht, hiperplasia tecal,
Ov, ovocito; T, células de la teca; In, invaginaciones; Ev, evaginaciones
(Tomado de Lara y col., 2000).
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CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES

La cuantificacion de progesterona, testosterona y estradiol, se realizo
por radioinmunoanalisis (RIA) de fase sélida, con un kit Coat-A-Count

(Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA).

En tubos de polipropileno (que ya contienen el anticuerpo especifico:
anti-progesterona-I1125  anti-estradiol-1125,  anti-testosterona-I1125), se
adiciono6 la muestra problema (100 pl) y un ml de la hormona radioactiva
(I125), para cada hormona. Para facilitar la reaccion, la mezcla se agit6é en
un vortex durante un minuto y se incubo durante tres horas a
temperatura ambiente. Transcurrido éste tiempo, la muestra se decanto,
se removio el exceso de liquido y se determiné la concentracion de las
hormonas en la muestra problema, en funcién de las cuentas por minuto
y de una curva de calibraciéon, con la ayuda de un contador de rayos

gamma modelo Cobra 5005, Packard ™.,

La cuantificacion hormonal se realizé en el Laboratorio de Hormonas
Esteroides del Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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ANALISIS ESTADISTICO

El peso corporal, el peso de los 6rganos (ovarios, utero y glandulas
adrenales) y la concentracion sérica de hormonas esteroides se
analizo por la prueba de Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA)

seguida por la prueba de Tukey-Kramer.

La edad de apertura vaginal y del primer estro, el numero de
ovocitos liberados y el numero de foliculos se analiz6 por la prueba de

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

La tasa de animales ovulantes (numero de animales que
ovulan/numero total de animales) se analiz6 por la prueba de

Fisher o de Ji 2.

En los casos donde se requirio efectuar una comparacion entre dos
grupos, se utilizé la prueba “t” de Student. Aquellas diferencias cuya
probabilidad fue menor o igual a 0.05, se consideraron como

estadisticamente significativas.

40



RESULTADOS

RESULTADOS

HISTOLOGIA OVARICA Y DINAMICA
DEL CRECIMIENTO FOLICULAR

El analisis histologico del ovario revelo la formacion de quistes
foliculares en todos los grupos que fueron tratados con VE. En la figura 12
se muestran las fotomicrografias representativas del foliculo preovulatorio

de un animal testigo (12A) y del quiste folicular de un animal tratado con el

farmaco (12B).
100 x

Figura 12A. Fotomicrografia de un foliculo
preovulatorio que presenta un ovocito (Ov), su
corona radiada (Cr), cimulo o6foro (Co), varias
capas de células de la granulosa (Cg) y un

compartimiento tecal (Ct).

100 x

Figura 12B. Fotomicrografia de un quiste
folicular en el que se observa una disminucion

en las capas de la granulosa (Cg), ausencia de

ovocitoS, hiperplasia de las células de la teca

Folicular

(Ct) y descamacion de las células de la g ¢

granulosa (Dg) en el antro folicular.

5 Todos los cortes anteriores y posteriores de los quistes foliculares fueron
analizados para asegurar la ausencia de ovocito.
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RESULTADOS

Efecto de la administraciéon de valerato de estradiol a ratas hembras de
10 dias de edad que fueron sacrificadas a los 25 dias de edad, al primer
estro vaginal o a los 90 dias de edad, sobre la histologia ovdrica y la

dinamica del crecimiento folicular.

En la figura 13 (A-B) se muestra el corte histologico representativo
del ovario de animales inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo o con

VE y autopsiados a los 90 dias de edad, en el dia del estro vaginal.

Figura 13A. Fotomicrografia del ovario de un animal
tratado con vehiculo a los 10 dias de edad y autopsiado
a los 90 dias de edad, en el que se muestran varios
foliculos primarios (), secundarios () ), un foliculo
preovulatorio (&) y algunos cuerpos lateos (¢ ).

Figura 13B. Fotomicrografia del ovario de un animal
inyectado con VE a los 10 dias y autopsiado a los
90 dias de edad, donde se observa una significativa
reduccion de la masa ovarica y la formacion de varios
quistes foliculares (#).
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RESULTADOS

Para evaluar si la administracion de VE ocasioné alteraciones en el
crecimiento y la diferenciacion de los foliculos, se analizé la poblacion

folicular de tres ovarios tomados al azar, de cada grupo experimental.

En las hembras inyectadas con VE a los 10 dias de edad y
sacrificadas a los 25 dias de edad, el numero total de foliculos fue mayor
que en el grupo testigo. En todos los grupos tratados con el farmaco,
el numero de foliculos sanos fue significativamente menor que en el
grupo testigo, en tanto que la poblacion de foliculos atrésicos fue similar

(Cuadro 1).

La administracion de VE resulto en la formacion de quistes foliculares.
En el grupo de animales sacrificados a los 90 dias de edad se observo una
mayor cantidad de quistes en comparacion con los grupos sacrificados a
los 25 dias de edad o al primer estro vaginal, aunque este incremento no

llego a ser estadisticamente significativo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Media + eem del numero de foliculos totales, sanos, atrésicos y

quistes foliculares en animales inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo

(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados a los 25 dias de edad, al primer

estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Tratamiento | Edad de Namero de Foliculos
10 dias | Autopsia| Totales Sanos Atrésicos Quistes
Vh 104.3 £ 0.9 68.6 + 8.8 35.6+9.7
25 dias
VE 114.0+2.5* | 36.6+5.7F | 46.0+£5.7 31.3+4.7
Vh 110.6 £ 3.5 77.6 £ 6.3 33.0+8.1
PEV
VE 103.0+1.5 | 153+3.5%6 | 41.3209 | 46.3+1.9&
Vh 126.0 £ 6.4 ) 53.0+x12.4 73.0+t9 56
90 dias
I VE 114679 | 11.3+3.8%a | 41.6+13.7 | 61.6+10.1

* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

) p < 0.05 vs. Vh (25 dias) (Prueba “t” de Student).

# p < 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).

%p < 0.05 vs. VE (25 dias) (Prueba “t” de Student).
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En comparacion con el grupo testigo, las hembras tratadas con VE a
los 10 dias de edad mostraron una disminucion en el niumero de foliculos

sanos con un diametro promedio menor de 350 um (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media = eem del numero de foliculos sanos, distribuidos en tres
rangos de diametro, en animales inyectados a los 10 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados a los 25 dias de edad, al primer

estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

) Numero de Foliculos Sanos
Tratamiento| Edad de

Pequeinos Medianos Preovulatorios

10 dias Autopsia
<349 um 350 a 449 um 2450 um

Vh 68.3 £ 8.8 0.3+0.3 0
25 dias

VE 36.7+5.8% 0 0

Vh 73.7 £ 5.2 26+1.2 ) 1.3+0.9 )
PEV

VE 14.0+2.6 %% 1.0£t0.6 % 0.3+0.3

Vh 53.0+12.4 04 04

90 dias
I VE 11.3+3.8 %% 0+¢ 0+¢ I

*p< 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

) p< 0.05 vs. Vh (25 dias) (Prueba “t” de Student).
# p< 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).
%p< 0.05 vs. VE (25 dias) (Prueba “t” de Student).

4p< 0.05 vs. VE (PEV) (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

Efecto de la administracién de valerato de estradiol a ratas hembras de
14 dias de edad que fueron sacrificadas en el dia del primer estro vaginal
o a los 90 dias de edad, sobre la histologia ovarica y la dinamica del
crecimiento folicular.

En la figura 14 (A-B) se muestra el corte histolégico representativo del
ovario de animales inyectados a los 14 dias de edad con vehiculo o con VE

y autopsiados en el dia del primer estro vaginal.

Figura 14A. Fotomicrografia del ovario de un animal
tratado con vehiculo a los 14 dias de edad y
autopsiado al PEV que presenta varios foliculos
secundarios (J ), un foliculo preovulatorio (&) y un
cuerpo luteo ().

Figura 14B. Fotomicrografia del ovario de un animal
tratado con VE a los 14 dias de edad y autopsiado al
PEV que muestra una gran cantidad de foliculos
secundarios ( J ), algunos foliculos preovulatorios (),
un foliculo tipo III (A) y quistes foliculares (&).
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RESULTADOS

En las hembras tratadas con VE a los 14 dias de edad y sacrificadas
en el dia del PEV 6 a los 90 dias de edad, el numero total de foliculos fue
similar al grupo testigo; sin embargo, la poblacion de foliculos sanos fue
significativamente menor, mientras que la de atrésicos fue mayor que en el
grupo testigo. En los ovarios de estos animales se observo la presencia de
quistes foliculares en una proporcion semejante en los dos grupos

experimentales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Media + eem del numero de foliculos totales, sanos, atrésicos y
quistes foliculares en animales inyectados a los 14 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del primer estro

vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Tratamiento| Edad de Numero de Foliculos
14 dias Autopsia | Totales Sanos | Atrésicos | Quistes

Vh 111.5+£3.5] 64.0+£2.0 475+ 1.5

PEV

VE 113.0+4.2 | 24.3+2.4*%| 67.6 +3.3%| 21.0+£8.7

Vh 128.3£5.8]183.6+1.84]| 44.6 £4.3

90 dias

VE 124.6 4.1 | 14.3+3.4%| 72.3+8.3%| 38.0+£3.0

* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

# p < 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

Las hembras tratadas con VE a los 14 dias de edad y autopsiadas en

la pubertad o en la etapa adulta mostraron menor numero de foliculos

sanos pequenos que en el grupo testigo. En los animales tratados con el

farmaco y sacrificados en el dia del PEV se observo una menor cantidad de

foliculos preovulatorios (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media = eem del numero de foliculos sanos, distribuidos en tres

rangos de diametro, en animales inyectados a los 14 dias de edad con vehiculo

(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del primer estro

vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

. Numero de Foliculos Sanos
Tratamiento| Edad de
14 dias Autopsia Pequenos Medianos Preovulatorios
< 349 um 350 a 449 um 2450 um
Vh 575+ 1.5 3.5+1.5 3.0x1.0
PEV
VE 21.3+2.02% 2.7+0.7 03+0.3%
Vh 82. 7+ 154 0.7+0.7 0.3+0.3
90 dias
VE 14.0+3.05* 0.3+0.3 ¢ 0

*p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

# p < 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).

4p < 0.05 vs. VE (PEV) (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

Efecto de la administraciéon de valerato de estradiol a ratas hembras de
21 dias de edad que fueron sacrificadas en el dia del primer estro vaginal
o a los 90 dias de edad, sobre la histologia ovarica y la dinamica del
crecimiento folicular.

En la figura 15 (A-B) se muestra el corte histolégico representativo del
ovario de animales inyectados a los 21 dias de edad con vehiculo o con VE

y autopsiados a los 90 dias de edad, en €l dia del estro vaginal.

Figura 15A. Fotomicrografia del ovario de un
animal tratado con vehiculo a los 21 dias de
edad y autopsiado a los 90 dias de edad en el
que se observan foliculos primarios (%),
secundarios () ) y preovulatorios (é ).

Figura 15B. Fotomicrografia del ovario de un
animal tratado con VE a los 21 dias y autopsiado
a los 90 dias de edad donde se observan varios
foliculos secundarios (J), un foliculo preovulatorio
(), algunos foliculos tipo III (A) y quistes
foliculares (& ).
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RESULTADOS

En los animales tratados con VE a los 21 dias de edad y autopsiados
en el dia del primer estro vaginal 6 a los 90 dias de edad, la poblacion total
de foliculos fue similar al grupo testigo, aunque se observéo un menor
numero de foliculos sanos. La administracion del farmaco resulté en
la formacion de quistes foliculares, independientemente de la edad de

autopsia (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media + eem del numero de foliculos totales, sanos, atrésicos y
quistes foliculares en animales inyectados a los 21 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del primer estro

vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

|
Tratamiento| Edad de Numero de Foliculos
21 dias Autopsia Totales Sanos Atrésicos Quistes
Vh 105.0+£ 2.9 55.0x 1.7 50.0 £ 2.5
PEV
VE 107.6+13.2 | 233+59* | 62.0+7.9 | 22.3+10.8
Vh 120.3 2.3 46| 86.6 2946 | 33.6t524
90 dias
VE 124.6+5.2 [31.0+10.1*| 46.6+1.2 47.0+5.5

* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

# p < 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

En las hembras tratadas con VE a los 21 dias de edad y autopsiadas
en la etapa puber o adulta se observé una disminucion en el numero de
foliculos sanos con diametro menor de 350 um; mientras que en los
animales inyectados con el farmaco y sacrificados a los 90 dias de edad no
se observaron foliculos sanos con diametro entre 350-449 um. En los
ovarios de las hembras tratadas con el farmaco no se observaron foliculos

en estadio preovulatorio (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media £ eem del numero de foliculos sanos, distribuidos en tres
rangos de diametro, en animales inyectados a los 21 dias de edad con vehiculo
(Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del primer estro

vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Numero de Foliculos Sanos
Tratamiento| Edad de
i Pequenos Medianos Preovulatorios
21 dias Autopsia < 349 um 350 a 449 um 2450 um
Vh 46.7 £ 2.0 5.0+ 0.6 3.3+1.9
PEV
VE 21.3+6.4% 2.0+ 1.5 0o*
Vh 79.7+29a 3.3+0.9 3.7+0.9
90 dias
VE 31.0+ 102 % o* o*

*p <0.05 vs

. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

4 p < 0.05 vs. Vh (PEV) (Prueba “t” de Student).

4p < 0.05 vs. VE (PEV) (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

INICIO DE LA PUBERTAD

La administracion de VE resultéo en una menor masa corporal en
aquellas hembras a las que se les inyecto el farmaco a los 14 6 21 dias

de edad y se les sacrifico en el dia del primer estro vaginal.

Todos los grupos tratados con VE mostraron adelanto en la edad de
apertura vaginal y del primer estro, respecto a su grupo testigo. La
inyeccion del farmaco en animales de 14 6 21 dias de edad resulto en
una mayor sincronizacion en cuanto a la edad de apertura vaginal y la

aparicion del primer estro (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Media * eem del peso corporal (g), edad de apertura vaginal

(APV) y primer estro vaginal (PEV) en animales inyectados con vehiculo (Vh)

o valerato de estradiol (VE) a los 10, 14 6 21 dias de edad y autopsiados en el

dia del primer estro vaginal.

] Edad de Peso APV PEV
Tratamiento n
Administracion Corporal ( dias )

Vh 11 114.7 £ 3.8 35.4£0.6 37.8+0.9
10 dias

VE 11 | 107.04+39 | 25.4+02%*[270+05%*

Vh 11 119.9+54 35.8+ 0.8 38.9+0.8
14 dias

VE 12 |57.5+0948| 260+0* | 26.0£t0%*

Vh 16 1189 +£4.9 36 £ 0.9 39.3+1.1
21 dias

VE 8 |55.7t1.848| 262+02%|26.6+027%

#p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).

%p < 0.05 vs. VE (10 dias) (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey-

Kramer).

*p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
U de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

CICLO ESTRAL

El monitoreo del ciclo estral se inici6 a partir del momento en que
las hembras presentaron apertura vaginal y se concluyo a los 90 dias de
edad. La representacion grafica del ciclo estral s6lo se muestra hasta los
45 dias de edad debido a que este patron se repite en los dias sucesivos

de vida del animal (Figura 16).

La administraciéon del vehiculo en ratas infantiles no modifico el
patron del ciclo estral, independientemente de la edad a la que se
inyect6. Las hembras que fueron tratadas con VE a los 10 6 21 dias
de edad y sacrificadas en la etapa adulta presentaron un patréon de
estro constante por periodos prolongados, a diferencia de las hembras
inyectadas con el farmaco a los 14 dias de edad, en las que
Unicamente se observaron fluctuaciones del ciclo estral, sin que estas

llegaran a ser ciclicas (Figura 16).
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RESULTADOS

Figura 16. Patron representativo del ciclo estral de animales tratados con
vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10, 14 6 21 dias de edad y

autopsiados a los 90 dias de edad.
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RESULTADOS

RESPUESTA OVULATORIA

El tratamiento con VE en hembras de 10 dias de edad que fueron
sacrificadas en el dia del primer estro vaginal, no modifico de manera
significativa el niumero de animales ovulantes ni el numero total de ovocitos
liberados. Cuando los efectos del farmaco fueron evaluados a los 90 dias de
edad, se observé un bloqueo total de la ovulaciéon, en comparaciéon con el

grupo testigo (Figura 17).

Cuando el VE se administré a los 14 dias de edad sélo una hembra
ovulé y liber6 cuatro ovocitos. De los animales sacrificados en la etapa
adulta solo el 43% ovuld, con una cuota de ovocitos semejante al del grupo

testigo (Figura 17).

En los animales inyectados con VE a los 21 dias de edad y
autopsiados a la pubertad se observo un bloqueo total de la ovulacion. En
el grupo sacrificado a los 90 dias de edad no se modifico la tasa de
animales ovulantes, aunque si disminuy6 el numero total de ovocitos

liberados (Figura 17).
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RESULTADOS

Figura 17. Respuesta Ovulatoria en animales tratados con vehiculo (Vh) o
valerato de estradiol (VE) a los 10, 14 6 21 dias de edad y autopsiados al
primer estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Porcentaje de Namero de
Animales Ovulantes Ovocitos Liberados

10 dias
100 -
75 -

% 50
25 -

0

Numero

14 dias
100 -
75 -

% 50 4
25

0

Numero

21 dias
100 -
75 411/16

% 50 -
25

0

Numero

90 d PEV

Edad de Autopsia

*p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba de Fisher).
%p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba
de U de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

PESO CORPORAL Y PESO ABSOLUTO
DE LA MASA OVARICA, EL UTERO
Y LA MASA ADRENAL

El tratamiento con VE en animales de 10 dias de edad no modifico
el peso corporal. En las hembras inyectadas con el farmaco y
autopsiadas al PEV o a los 90 dias de edad se observo una disminucion

de la masa ovarica, en comparacion con la de su grupo testigo.

El peso absoluto del utero fue significativamente mayor en las
hembras tratadas con el farmaco y autopsiadas a los 25 dias de edad;
no asi, en los animales sacrificados al primer estro vaginal, donde
se observd un menor peso del organo. La masa adrenal fue
significativamente menor en el grupo autopsiado a los 90 dias de edad,

en comparacion con su respectivo grupo testigo (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Media + eem del peso corporal (g) y de los pesos absolutos (mg) de

la masa ovarica, utero y masa adrenal de animales tratados a los 10 dias de

edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados a los 25 dias,

al primer estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Tratamiento | Edad de Peso Masa . Masa
n Utero
10 dias Autopsia Corporal | Ovarica Adrenal
Vh 9 55.8 + 3.1 19.4+09 | 33.9+2.3 169+ 1.1
25 dias
VE 11 | s65+1.6 | 197+07 | 107.6:4.3%| 165+1.3
Vh 11 114.7+3.8 | 386+19 | 174.7+9.2 | 253+2.3
PEV
VE 11 | 107.1+3.9 | 21.6 + 1.9%]| 93.2+10.9% | 23.4+2.2
Vh 12 | 2232+42 | 72.02+1.9|325.7+17.6]| 44.4+28
90 dias
VE 11 | 2035.8+5.2 | 59.5+3.4%|361.0+ 152| 25.3+1.6%

* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

En el grupo de animales tratados con VE a los 14 dias de edad
y autopsiados en el dia del PEV, se observé que el peso corporal, el peso
de la masa ovarica, el utero y la masa adrenal fue significativamente
menor, que en el grupo testigo. Sin embargo, cuando el peso de los
organos se expreso en funcion del peso corporal, se observéo un mayor
peso del utero (241.4 + 8.9 vs. 142.3 + 5.2, p<0.05) y de la masa adrenal
(34.03 £ 2.1 ws. 22.3 = 1.1, p<0.05), respecto a su grupo testigo

(Cuadro 9).

En las hembras sacrificadas a los 90 dias de edad, la inyeccion del

farmaco resulté en un mayor peso de los ovarios que en el grupo testigo

(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Media + eem del peso corporal (g) y de los pesos absolutos (mg)

de la masa ovarica, utero y masa adrenal de animales tratados a los 14 dias de

edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del

primer estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Tratamiento | Edad de Peso Masa i Masa
n Utero

14 dias Autopsia Corporal | Ovarica Adrenal

Vh 11 | 119.9+5.4 | 40.9+3.9 |170.8+10.2| 26.7+ 1.8
PEV
VE 12 | 57.5+0.9% |21.9+0.8%| 138.4+4.6% | 19.4+ 1.1
Vh 13 |256.7+10.6| 78.8+2.8 |374.2+16.7| 51.6+3.6
90 dias

VE 14 | 238.9+8.5 |87.7+3.3% 3482+ 10.2| 49.2+3.1

*p < 0.05 vs.

su grupo testigo (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

El tratamiento con VE a los 21 dias de edad resulté6 en un menor
peso corporal y pesos absolutos de la masa ovarica y adrenal en los
animales que fueron autopsiados en el dia del PEV. Cuando éstos valores
se expresaron en funcion del peso corporal, el peso del utero fue
significativamente menor (136.5 + 7.5 vs. 252.7 + 13.6, p<0.05) que en el

grupo testigo (Cuadro 10).

En el caso de las hembras tratadas con VE y sacrificadas a los 90 dias

de edad, el peso del utero fue menor que en el grupo testigo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Media + eem del peso corporal (g) y de los pesos absolutos (mg)
de la masa ovarica, utero y masa adrenal de animales tratados a los 21 dias de
edad con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) y autopsiados en el dia del

primer estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.

Tratamiento | Edad de Peso Masa . Masa
n Utero
21 dias Autopsia Corporal | Ovarica Adrenal
Vh 16 1189+49| 40.2+3.1 163.9+11.6 26.9+1.4
PEV
VE 8 |557+1.8%|259+23%] 1425+57 | 19.4+1.8%
Vh 10 1238.4+9.5] 67.05+3.8 | 381.7+18.9 41.7+3.4
90 dias
VE 11 |221.0+7.4| 67.1+4.7 |317.0£13.1% | 372225

* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

HORMONAS ESTEROIDES

La administracion de VE en animales de 10 dias de edad
que fueron sacrificados a los 25 dias de edad result6 en una
menor concentracion sérica de progesterona que en el grupo testigo

(Figura 18).

La concentracion de testosterona en el suero de los animales
tratados con VE y autopsiados a los 25 dias de edad fue menor que en el
grupo testigo, mientras que en los animales sacrificados a los 90 dias de

edad fue significativamente mayor (Figura 18).

En las hembras tratadas con VE y sacrificadas a los 25 6 90 dias de
edad se observo una mayor concentracion sérica de estradiol, en

comparacion con sus respectivos grupos testigos (Figura 18).
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Figura 18. Media + eem de la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y estradiol en animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato
de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 25 dias, al
primer estro vaginal (PEV) o a los 90 dias de edad.
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* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).



RESULTADOS

En las hembras inyectadas con VE a los 14 dias de edad y
autopsiadas al primer estro vaginal 6 a los 90 dias de edad, no se
observaron variaciones significativas en la concentracion sérica de
progesterona o testosterona, en relacion a su grupo testigo. En los
animales sacrificados al primer estro vaginal se observé que la
concentracion sérica de estradiol fue significativamente mayor que en

el grupo testigo (Figura 19).
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Figura 19. Media + eem de la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y estradiol en animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato
de estradiol (VE) a los 14 dias de edad y autopsiados al primer estro
vaginal (PEV) 6 a los 90 dias de edad.
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* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).
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RESULTADOS

La administracion de VE en animales de 21 dias de edad
que fueron autopsiados en el dia del primer estro vaginal, resulté en una
mayor concentracion sérica de progesterona con respecto a su grupo

testigo (Figura 20).

Los animales tratados con el farmaco y sacrificados al PEV o a los
90 dias de edad no mostraron cambios significativos en la concentracion

sérica de la testosterona (Figura 20).

En las hembras inyectadas con VE y sacrificadas en el dia del
primer estro vaginal o a los 90 dias de edad, la concentracion sérica de
estradiol fue significativamente mayor que en el grupo testigo

(Figura 20).
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Figura 20. Media + eem de la concentracion sérica de progesterona,
testosterona y estradiol en animales tratados con vehiculo (Vh) o valerato
de estradiol (VE) a los 21 dias de edad y autopsiados al primer estro
vaginal (PEV) 6 a los 90 dias de edad.
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* p < 0.05 vs. su grupo testigo (Prueba “t” de Student).
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DISCUVSION

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el
modelo de la rata infantil, la administracion de una sola dosis de valerato
de estradiol induce el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico,
independientemente del periodo de evolucion. Al parecer, el desarrollo
de esta patologia resulta de wuna alteracion en los mecanismos
neuroendocrinos presentes en el hipotalamo, la hipofisis e inclusive en el

propio ovario.

En nuestra cepa de animales se observé que la administracion de VE
en la etapa infantil resulta en el desarrollo del SOPQ, que se hace evidente
desde la etapa juvenil hasta la etapa adulta. En nuestro estudio, el mejor
modelo para inducir las caracteristicas del SOPQ descritas en la mujer, es
el animal tratado con VE a los 10 dias de edad y sacrificado en la etapa
adulta. En estas hembras se observo anovulacion y alteracion en el patron
del ciclo estral que se acompanaron de hiperandrogenismo y una elevada

concentracion de estradiol.

El hecho de que los animales de 10 dias de edad sean mas sensibles
al efecto del VE, podria deberse a que a esta edad el eje hipotalamo-
hipofisis ya es capaz de responder al estimulo estrogénico, con una caida
inmediata de las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas, lo que
resulta en la alteracion del crecimiento y maduracion folicular y la falta de
ovulacion. En apoyo a esta hipotesis se ha mostrado que en ratas de 10
dias de edad con ovariectomia, la administracion de altas dosis de
estrogenos (400 ug/ml) via capsulas de silastic, puede inhibir la liberacion

de gonadotropinas (Andrews y col., 1981).
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DISCUVSION

En estudios clinicos se ha descrito que la dinamica del crecimiento
folicular en pacientes con SOPQ se ve alterada, puesto que ademas de que
no se observan foliculos preovulatorios, incrementa el numero de foliculos
antrales pequenos, que se caracterizan por presentar hipertrofia tecal y
una elevada produccion de androgenos (Erickson, 1991; Taketani, 1990);
aunque hay evidencias de que el incremento se presenta desde los

foliculos primarios (Hughesden, 1982; Yen, 1991).

En el presente estudio se observd que la administracion de VE
durante la etapa infantil, resulté en una disminucion de la poblacion de
foliculos sanos, siendo mas drastica en los foliculos menores de 350 um

de diametro, independientemente del periodo de evolucion.

Tomando en consideracion que la administracion de VE a ratas de 14
dias de edad ocasiona una marcada reduccion en la concentracion sérica
de gonadotropinas (Rosa-E-Silva y col., 2003), postulamos que la
alteracion en el desarrollo folicular, resulta de la disminuciéon en la
concentracion sérica de FSH, lo que altera el indice de reclutamiento
folicular por efecto del feedback negativo del estradiol, tal y como ha sido

propuesto en la literatura (Van Voorhis, 1999b; Guyton y Hall, 2001).

La administracion de VE a ratas de 10 6 21 dias de edad no resulto
en una mayor incidencia de atresia folicular, atin cuando se ha mostrado
que uno de los efectos del farmaco es disminuir la concentracion de FSH
(Rosa-E-Silva y col., 2003). Esto nos permite sugerir que el estradiol, cuya
concentracion en éstos animales fue alta, podria jugar un papel
importante en el proceso de atresia folicular. En apoyo a esta
interpretacion se ha mostrado que en roedores, el estradiol inhibe el
proceso de atresia folicular al aumentar el crecimiento de las células de la
granulosa e incrementar la expresion tanto de enzimas esteroidogénicas

como de receptores a gonadotropinas (Van Voorhis 1999a).
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Por el contrario, cuando se administré6 VE a ratas de 14 dias de edad
se observé un incremento en la poblacion de foliculos atrésicos, tanto en
los animales sacrificados al primer estro vaginal como a los 90 dias de
edad. Esto podria deberse al hecho de que el VE pudo haber inhibido el
pico de FSH que se presenta durante la etapa infantil (dia 12 al 15 de
vida) (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon y col., 1976), que es responsable
del reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegaran a ovular en la
pubertad (Hage y col., 1978; Ojeda y col., 1980). Esto ultimo podria

explicar la falta de ovulacion al primer estro vaginal.

En el ovario de animales tratados con VE se observo la presencia de
quistes foliculares, tal y como ha sido descrito (Hemmings y col., 1983;
Brawer y col., 1986; Lara y col., 2000). Asimismo, observamos estructuras
que denominamos prequisticas, presentes en una proporcion semejante
en cada uno de los grupos, independientemente de la edad de
administracion del estrogeno y del periodo de evolucion. Dado que éstas
estructuras no han sido descritas en la literatura y comparten
caracteristicas propias de un quiste ovarico, como la ausencia de ovocito,
disminucion de las capas de la granulosa y cierto grado de hipertrofia
tecal, postulamos que la formacion de los quistes foliculares no ocurre
Unicamente a partir de foliculos preovulatorios, como ha sido propuesto
(Schulster y col., 1984; Farookhi y col., 1985; Lara y col., 2000), sino que

ademas implica estadios tempranos del desarrollo folicular.
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Es posible que las alteraciones en la dinamica del crecimiento
folicular observadas en la rata con SOPQ, se deban a una modificacién en
el patron de secrecion de las gonadotropinas en respuesta a los cambios
en los pulsos de liberacion del GnRH. En apoyo a esta hipotesis, se ha
mostrado que en el ratéon, el tratamiento con anticuerpos para GnRH
inhibe el incremento brusco de LH y promueve la formacion de quistes
foliculares (Laing y col., 1984). Por otro lado, se ha observado que en la
mujer con SOPQ, el incremento en la concentracion sérica de LH resulta
del aumento en la frecuencia de los pulsos de GnRH (Taylor y Hall, 1996;

Yen 2001a).

En los roedores, la edad en que ocurre la ruptura de la membrana
vaginal ha sido tomada como un indice para determinar el inicio de la
pubertad (Ojeda y col., 1983; Ojeda y Urbanski, 1994). A pesar de que en
nuestra cepa de animales, la canalizacion de la vagina ocurre alrededor de
los 35 dias de edad, la administracion de VE a ratas infantiles aceler6 éste
proceso. Estos efectos fueron semejantes a los descritos por Rosa-E-Silva
y colaboradores (2003) quienes observaron que la inyeccion del farmaco a
ratas de 14 dias de edad, adelanta el inicio de la pubertad y explicaron
este hecho como resultado del incremento en la concentracion sérica de
estradiol. Sin embargo, en el presente estudio no descartamos la
posibilidad de que la membrana vaginal se haya tornado mas sensible a

los estrogenos circulantes (Moran y col., 2000; Moran y col., 2003).
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En nuestro estudio se observé que independientemente del momento
en que se inicie el tratamiento con VE (10, 14 6 21 dias de edad) la edad
de apertura vaginal se registro alrededor del dia 25. El hecho de que las
ratas mas maduras tarden menos en iniciar la pubertad, podria ser
explicado por los resultados de Andrews y colaboradores (1981), quienes
mostraron que la unidad hipotalamo-hipofisiaria es mas sensible al efecto
de retroalimentacion positiva ejercida por los estrogenos a los 28 dias de
edad, que en animales mas jovenes. Se ha mostrado que este efecto de
retroalimentacion estimulante se produce en respuesta a la diferenciacion
del soma de las neuronas productoras de GnRH, que pasan de tener una
superficie lisa a una con espinas (Wray y Gainer, 1987). Es posible que el
VE estimule la diferenciacion mas temprana del soma de las células
neuronales hipotalamicas y conlleve al adelanto en la edad de canalizacion

de la vagina.

La administracion de VE a hembras infantiles, resulté en la pérdida
del ciclo estral desde el inicio de la pubertad hasta la edad reproductiva,
evento que en la mayoria de los casos culminé con la presencia de un
estro vaginal persistente por periodos prolongados y la ausencia de
ovulacion. Este efecto coincide con lo ya descrito por otros autores
(Brawer y col, 1986; Hemmings y col., 1983; Lara y col., 1993; Barria y
col., 1993; Stener-Victorin y col., 2000; Rosa-E-Silva y col., 2003). Es
posible que la alteracion en el patron del ciclo estral se deba a la
modificacion en el patron de secrecion y en la concentracion plasmatica de

las gonadotropinas. En apoyo a esta interpretacion se ha observado que
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en mujeres con el SOPQ, las altas concentraciones de LH y el
incremento en la proporcion LH/FSH favorecen la ausencia de ciclos
menstruales (Morales y col., 1996; Arroyo y col., 1997; Taylor y col., 1997;
Yen, 2001a). Otra posibilidad es que el propio ovario produzca algun
factor que favorece la aciclicidad, esto se apoya en el hecho de que en la
rata con el SOPQ, al extirpar uno de los ovarios se restablece el ciclo estral

(Farookhi y col., 1985).

La inyeccion del farmaco a ratas de 10 (sacrificadas a los 90 dias de
edad), 14 6 21 dias de edad (sacrificadas al primer estro vaginal), resulto
en un bloqueo total de la ovulacion, lo que podria explicar en parte, la
reduccion de la masa ovarica. Dado que en la gran mayoria de nuestros
grupos no se observan cambios significativos en la concentracion sérica de
los androgenos, sugerimos que éstos no son los responsables directos de
la falta de ovulacion, sino que mas bien serian los estrégenos que se
formaron a partir de la aromatizacion de los andrégenos. En apoyo a esto,
algunos reportes han mostrado que en la mujer con SOPQ los androgenos
incrementan (Yen, 2001; Hoyt y Schmidt, 2004) mientras que en animales
tratados con VE, disminuyen (Rosa-E-Silva y col., 2003; Stener-Victorin,
20095), pero siempre van acompanados de una elevada concentracion de

estradiol y la ausencia de ovulacion.

Cuando el VE se administré en animales de 10 dias de edad y se
sacrificaron al primer estro vaginal, inicamente el 36 % de los animales
ovuld, esto quizas se deba a que en este grupo la concentracion de

estradiol fue normal. De igual manera, cuando el farmaco se administro
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a hembras de 14 6 21 dias de edad que fueron autopsiadas en la etapa
adulta, en el dia del estro, no se observo una condicion anovulatoria, a
pesar de que se dio la formacion de quistes foliculares. Esto podria ser
explicado por la recuperacion en las concentraciones de gonadotropinas,
como previamente se ha mostrado que ocurre después de transcurridas
8 (Brawer y col., 1986) 6 22 semanas (Schulster y col., 1984) de la
inyeccion del farmaco, aunque no se alcanzan las concentraciones del

animal testigo.

En el presente estudio se observo que la administracion de VE
en hembras de 10 dias de edad disminuyo significativamente Ila
concentracion de progesterona, cuando sus efectos fueron evaluados a los
25 dias de edad. Dicha disminucion podria estar dada por la falta de
cuerpos luteos puesto que estos animales no ovularon. Mientras que el
incremento en la concentracion sérica de progesterona, en hembras
inyectadas con VE a los 21 dias de edad y autopsiadas al inicio de la
pubertad, es posible que resulte de una mayor actividad de la 33-HSD en
la pared folicular, tal y como fue demostrado por Rosa-E-Silva y

colaboradores (2003).

Se ha descrito que en los ovarios de ratas con SOPQ, la estimulacion
in vitro con hCG, incrementa la actividad de la aromatasa, lo que trae
como resultado una mayor sintesis de estradiol (Barria y col., 1993). Esto
podria explicar el hecho de que en los animales autopsiados a los 25 dias
de edad la concentracion sérica de testosterona disminuya, debido a su

rapida aromatizacion y por ende el incremento en estradiol.
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Es probable que en las ratas con SOPQ no sélo se modifique la
actividad de la 3B-HSD y de la aromatasa, como ha sido planteado
anteriormente (Rosa-E-Silva y col., 2003; Barria y col.,, 1993). Cuando
células tecales de mujeres con SOPQ son estimuladas con una dosis
fisiologica de LH, la secresion de la 17a-hidroxiprogesterona y de la
androstenediona, cuya sintesis es mediada por la enzima P450cl17q,
incrementan entre 8 y 20 veces, respectivamente (Gilling-Smith y col.,
1994). Estas evidencias nos podrian ayudar a explicar la mayor
concentracion de androgenos observada en los animales tratados con VE
a los 10 dias de edad y autopsiados en la etapa adulta. Dado que este
complejo enzimatico se localiza tanto en el ovario como en la suprarrenal
(Ehrmann y col., 1992; Rosenfield, 1999), es posible que el aporte de estos

androgenos provenga de las dos glandulas.

Considerando que las funciones reproductivas se encuentran
reguladas via endocrina y neural, no se descarta la posibilidad de que en
el SOPQ, la alteracion de las funciones ovaricas resulte de una
modificacion en la actividad de las fibras simpaticas que arriban a la
gonada. En apoyo a esto, observaciones clinicas han mostrado que los
ovarios de pacientes con el SOPQ presentan un incremento en la densidad
de los nervios catecolaminérgicos (Semenova, 1969) y que la reseccion
ovarica o una laparoscopia realizada con rayos laser, que parcialmente
estarian denervando a la gonada, permiten la recuperacion temporal de
las funciones ovaricas (Judd y col., 1976; Adashi y col., 1981; Nakamura,

1990; Balen y Jacobs, 1994; Donesky y Adashi, 1995).
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En estudios experimentales usando como modelo a la rata, se ha
descrito que el SOPQ ocurre en respuesta al incremento en la
concentracion del NGF y de su receptor de baja afinidad (p75) (Dissen y
col., 2000; Lara y col., 2000; Stener-Victorin y col., 2000), lo que trae
como resultado la hiperactividad de las fibras simpaticas que arriban al
ovario, via nervio ovarico superior (Lara y col., 1993). Adicionalmente, se
ha mostrado que en el modelo del animal con el SOPQ, la seccion bilateral
del NOS, el principal aporte noradrenérgico del ovario (Lawrence y
Burden, 1980), es capaz de restablecer las funciones ovaricas (Barria y

col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003).

Se ha postulado que en el SOPQ, la hiperactividad de las fibras que
inervan al ovario no so6lo ocasiona un incremento en la concentracion de
NA (Lara y col., 1993) sino también del VIP (comunicacion directa con el
Dr. Lara H.E.), lo que podria explicar el por que aumentan las
concentraciones séricas de estradiol en nuestros animales tratados con
VE, a pesar de la disminucion en la concentracion de FSH (Brawer y col.,
1986; Rosa-E-Silva y col., 2003). En apoyo a esta interpretacion se ha
mostrado que cuando ovarios feto-neonatales son cultivados en presencia
del VIP, incrementa la expresion de los receptores a FSH y la actividad de

las aromatasas (George y Ojeda, 1987; Mayerhofer y col., 1997).
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Las altas concentraciones de estradiol en los animales tratados con
VE podrian ocasionar una mayor proliferacion del endometrio y por ende
provocar un incremento en el peso del utero, como se ha observado en
algunos de nuestros grupos. Esta hipotesis se ve apoyada por
observaciones clinicas que muestran que la exposicion cronica a
estrogenos, como ocurre en pacientes con SOPQ, puede conducir al
desarrollo de hiperplasia y cancer endometrial (Coulam y col., 1983; Yen,

2001a; Lewis, 2001; Hoyt y Schmidt, 2004).

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos
sugerir que el desarrollo del sindrome del ovario poliquistico, inducido por
la administracion de valerato de estradiol, ocurre en respuesta a la
alteracion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada, donde posiblemente la
inervacion simpatica regule de manera estimulante el desarrollo de ésta

patologia.
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CONCLUSIONES

En la rata infantil, el mejor modelo del desarrollo del sindrome del
ovario poliquistico se obtiene cuando el valerato de estradiol se
administra a los 10 dias de edad y la autopsia se realiza en la etapa

adulta.

La administracion de valerato de estradiol resulta en la formacion
de quistes foliculares, evento que se inicia a partir de foliculos en

estadios preantrales.

En el ovario de los animales con sindrome del ovario poliquistico

aumenta la incidencia de atresia folicular.

La induccion del sindrome del ovario poliquistico durante la etapa

infantil ocasiona el adelanto en el inicio de la pubertad.

El tratamiento con valerato de estradiol resulta en el incremento de

la concentracion sérica de estradiol.

La induccion del sindrome del ovario poliquistico por la
administracion de valerato de estradiol, se caracteriza por
la alteracion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario, lo que resulta en la

disfuncién ovarica.
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