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Abreviaturas

178 -HSD1: FEnzima  17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1

ACTH: Hormona
adrenocorticotropa

ACh: Acetilcolina

CRF: Factor  liberador de

corticotropina

CGRP: Péptido relacionado al gen
que codifica a la calcitonina

CYP11Al:

desdoblamiento de la cadena lateral

Enzima de

del colesterol

CYP 450: Enzima citocromo P450
DI: Diestro I

DII: Diestro II

E: Estro

E2: Estradiol

FSH: Hormona

estimulante

foliculo

GCMS: Complejo del gangho

celiaco mesentérico superior

GnRH: Hormona liberadora de

gonadotropinas

HHA: Lje hipotilamo-hipofisis-
adrenal

HHO: LEje hipotilamo-hipofisis-
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poliquistico.
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StAR: Proteina reguladora de
esteroidogénesis aguda
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Resumen

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es un trastorno que afecta a las mujeres en la
edad reproductiva, se caracteriza por altas concentraciones circulantes de androgenos, oligo u
anovulacion y quistes foliculares ovaricos. En los laboratorios se han implementado
diferentes modelos para inducir el SOP, y poder estudiar su etiologia, desarrollo y
consecuencias a largo plazo. Muchos de estos modelos incluyen el uso de farmacos y
diferentes estimulos estresantes.

Los estimulos estresantes son manifestaciones provenientes tanto del medio interno como
externo del individuo, los cuales alteran su homeostasis y dependen de factores, como la
mtensidad y duracion. El estimulo estresante provoca en el organismo una serie de
respuestas mespecificas para que el individuo enfrente esta alteracion, son manifestaciones de
emergencia las cuales son conocidas como respuesta al estrés. El estrés es el conjunto de
respuestas que el organismo produce ante determinado estimulo estresante, este puede
alterar e mhibir a corto o a largo plazo, los sistemas neuroendocrino, nervioso, cardiovascular
e iInmunolégico asi como funciones fisiologicas: digestion, reproduccion, crecimiento, entre
otras.

El estrés puede activar al sistema neuroendocrino conocido como el eje del estrés, el cual
esta compuesto por el hipotilamo, la hipofisis y la glindula adrenal, principalmente el
producto final de su activacion es la secrecion de glucocorticoides. El estrés también activa el
sistema nervioso simpatico, el cual secreta concentraciones elevadas de adrenalina vy
noradrenalina. En el presente trabajo analizamos dos modelos de estrés utilizados para
mducir el SOP, estrés por frio y estrés por la exposicion a luz constante. Del primer estimulo
estresante se tiene conocimiento que induce la secrecion de catecolaminas y en el segundo se
ha planteado que desregula los sistemas neuroendocrinos. I'n la literatura se tiene registrado
que el frio y la luz constante, provocan alteraciones en las funciones reproductivas.

En el presente estudio, se utilizaron tres modelos de estrés por frio durante ocho semanas: 1)
Exposicion cronica, donde no se tomé en cuenta el dia del ciclo estral para miciarlo, 2)
exposicion cronica comenzando en el dia del diestro Iy 3) estrés de manera intermitente, es
decir, se sometié al frio cada tercer dia y con un horario variado que iban desde las 8:00

hasta 17:00h.

En el primer grupo, disminuy6 la concentracion de progesterona y estradiol, sin cambios en
la concentracién de testosterona. La histologia ovarica fue semejante a la de un animal
testigo, que se acompano de una respuesta ovulatoria normal. Por lo que sugerimos que se

produjo un proceso de adaptacion.

En el segundo grupo, la histologia del ovario revel6 la formacion de prequistes foliculares y

algunos foliculos en desarrollo. Esto se acompaio del incremento en la concentracion de

11
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testosterona y estradiol, mientras que la cuota ovulatoria fue menor. Resultados que indican

que la respuesta del organismo depende del dia del ciclo en el que se inicia el estrés.

En el tercer grupo, se observé disminucién en el porcentaje de animales ovulantes y aumento
en el nimero de ovocitos liberados cuando es comparado con el modelo de estrés cronico
por frio iniciado en diestro I. La masa ovarica disminuyé y se acompaiié de una histologia
donde se observan prequistes foliculares y escaso desarrollo folicular. La concentracion de
testosterona y estradiol aumento. En este modelo atin no se da la adaptacion.

El estrés por la exposicion a la luz constante durante cuatro semanas, resulté en el aumento
de la concentraciéon de progesterona y testosterona, que se acompano por la formacién de
prequistes foliculares y algunos foliculos en desarrollo, sin modificacién en la respuesta

ovulatoria. Es posible que se requiera de un periodo de exposicion mas extenso para la
inducciéon de quistes foliculares y de la disminucion de la respuesta ovulatoria.

Tanto la exposicion al frio como a la luz constante ocasionan cambios histologicos en el
ovario lo que se acompaiia de la disminucion en la ovulacion y alteraciones en la secrecion
de las hormonas esteroides. Dos de los modelos de estrés por frio al igual que la exposicion
a la luz constante provocaron hiperandrogenismo y prequistes ovaricos. Solo la luz fue capaz

de formar quistes foliculares en el ovario.
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Introduccién

Las funciones de los ovarios estan reguladas por el eje Hipotilamo-Hipéfisis-Ovario, por la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula la sintesis y
liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) v la hormona lutemizante (LH), dos
gonadotropinas necesarias para la maduracion de los foliculos en el ovario y la ovulacion
(Prieto y Velazquez, 2002; Leung y Cheng, 2004; Arce y col., 2006; Iglesias y col., 2007;
Plant v Zeleznik, 2015). Aunado al testigo hormonal, el ovario es regulado por la inervacion
simpdtica, parasimpatica y sensorial, que recibe respectivamente por el nervio ovirico
superior (NOS), el nervio del plexo ovarico (NPO) y el nervio vago (Aneseti v col., 2001;
Morales-Ledesma y col, 2007; Morales-LLedesma y col, 2010; Chavez y col.,, 2011;
Fernandois y col., 2014).

Alteraciones en las vias, endocrina y nerviosa, estin asociadas al desarrollo de patologias en
la reproduccion femenina, tal es el caso del SOP. El SOP es un trastorno que afecta a las
mujeres en edad reproductiva, su etiologia es multifactorial y compleja, tanto los factores
genéticos, ambientales y las anormalidades neuroendocrinas mnfluyen en su origen vy
desarrollo. Para su diagnéstico se toma en cuenta el hiperandrogenismo, anovulacién y
ovarios poliquisticos. A pesar de que la patologia también se asocia a diferentes alteraciones
clinicas tales como hirsutismo, acné, resistencia a la msulina y diabetes tipo 2 éstos no son

caracteres indispensables para su diagnostico (Shi y col, 2012; Lubna, 2014).

Fl uso de modelos experimentales, es de suma importancia para comprender la etiologia,
desarrollo y los riesgos que puede llevar a largo plazo el SOP (Frank, 2009; Frank, 2012; Shi
v Vine, 2012). Dado que se plantea que la alta concentracion de noradrenalina (NA) es la
responsable de mducir la formacion de quistes foliculares, concentraciones altas de
androgenos y baja o nula liberacion de ovocitos, uno de los modelos utilizados para inducir
el SOP es el estrés cronico por frio, el cual induce hiperactividad del sistema simpdtico y
altas concentraciones de NA (Paredes y col, 1998; Dorfman y col. 2003; Bernucci y col.,
2008; Bernucci y col., 2013).

En nuestro laboratorio se ha utilizado en la rata prepiber el modelo de estrés créonico por
frio, el cual no logra desarrollar las caracteristicas que definen al sindrome, ya que no se
produce el hiperandrogenismo ni se bloquea la ovulacion. La histologia ovirica en estos
anmimales so6lo revela la formacion de prequistes ovaricos. Los efectos que se observan en
estos animales hacen sugerir que son un reflejo de la adaptacion que el amimal tiene hacia el
estimulo estresante y que la edad del organismo hace que estos animales se adapten mds
facilmente (Espinoza, 2014; Navarrete, 2014; Velazquez, 2016).

Otro modelo de estrés que se ha utilizado para la induccion del SOP, es la exposicion a la

luz constante. Se ha reportado que la luz constante, induce el desarrollo de quistes ovaricos y

v
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en algunos casos cuotas ovulatorias bajas. A pesar de ser un modelo estudiado desde hace
décadas, hay pocos estudios que reportan las concentraciones séricas de testosterona en la
rata hembra y ninguno de estos conjunta la parte de ovulacion, con la secrecion de las
hormonas esteroides (Bradshaw y col., 1965; Lawton vy Schwartz, 1967; Brawer vy col., 1980;
Shiy Vine, 2012; Kang v col, 2014).

El proposito del presente estudio, fue analizar s1 en la rata adulta existe un proceso de
adaptacion al frio que impida el desarrollo del SOP, en funcion del dia del ciclo estral o del
dia y horario de exposicion. En un segundo experimento analizamos si la exposiciéon a luz
constante es capaz de inducir las caracteristicas del sindrome.




Yered Misael Salagar Garcia

Marco Teérico

Estrés

Hans Selye en 1936 define al estrés como el “conjunto de respuestas inespecificas del
mdividuo, frente a cualquier alteracion de la homeostasis”. También se puede definir como
una situacion en la que el organismo es expuesto a agentes que puedan alterar real o
simbolicamente su integridad (estimulos estresantes). La respuesta que se genera, se
denomina respuesta al estrés (Nelson, 1996; Alvarez, 2008), que tiene como objetivo
mantener el equilibrio homeostitico. En si, el estrés es un conjunto de respuestas fisioldgicas
destinadas a la adaptacion del sujeto al medio ambiente (Nelson, 1996). El estrés no siempre
produce dano, pero la ausencia de éste puede llevar a la muerte ya que el organismo no

tendria un sistema que lo alerte de los riesgos potenciales (Tresguerres, 2000).

“® Estimulo Estresante

Los estimulos estresantes incluyen cambios del medio interno (lesion tisular, hipoglucemia,
hemorragia, infecciones, etc.), del medio externo (frio, calor, agresion, etc.), alteraciones
psicologicas (miedo, rabia, ansiedad, sorpresa, etc.) o la combinacion de varios de estos

estimulos (Tresguerres, 2000).
Los estimulos estresantes pueden clasificarse en 2 categorias:

1) Sistematicos: Aquellos que provocan alteraciones directas en la homeostasis, como
las infecciones, alteraciones metabolicas u osmoéticas, algunos estimulos fisicos (dolor,
nado forzado, inmovilizacion). Estos estimulos pueden presentar un peligro real, la
respuesta ante estos estimulos no requiere la activacion de las emociones.

2) Emocionales: Como la sumision, subordinacion, aislamiento, privacion. En
humanos, el estimulo emocional es la principal fuente de estrés, también se conocen
como alteraciones psicoldgicas que pueden estar ligadas al miedo, ira, ansiedad,
sorpresa, etc. (Tresguerres, 2010).

Los estimulos estresantes no solo difieren cualitativamente si no también cuantitativamente
(intensidad y duracion) (Tresguerres, 2010). Cuando la intensidad o la duracion del estimulo
exceden ciertos limites, se pueden llegar a producir cambios patologicos o exacerbar la

respuesta.

© Respuesta al estrés
La respuesta al estrés es una manifestacion de emergencia y es especialmente evidente con
estimulos sistematicos, se han establecido conexiones en el sistema nervioso central (SNC)
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que dan lugar a una respuesta fisiologica. La respuesta al estrés esta mediada tanto por el
sistema nervioso simpatico, el cual al activarse libera NA y adrenalina, como por el ¢je
hipotidlamo-hipofisis-adrenal (Evanson y Herman, 2015).

La respuesta al estrés puede dar lugar a una serie de ajustes a corto o largo plazo, en los
sistemas neuroendocrino, nervioso, cardiovascular e mmunologico, lo que permite al
individuo adaptarse. Generalmente las funciones fisiologicas como la mmunidad, la
digestion, la reproduccion y el crecimiento, se llegan a inhibir manteniéndose en un estado
de latencia (Tresguerres, 2010).

La respuesta al estrés es tipica en todos los vertebrados, aunque no es especifica, porque
depende de varios factores: del tipo de estimulo, su mtensidad, su duracion, la prediccion
del organismo y su control hacia dicho estimulo (Tresguerres, 2010). Al no ser especifica la
respuesta, se plantea que estimulos de naturaleza distinta inducen una misma condicién y
que un mismo estimulo produce diferentes respuestas en dos individuos, o incluso en el
mismo mdividuo en distintas ocasiones, esto depende del estado del organismo y de sus
recursos para afrontar la situacion estresante (Tresguerres, 20005).

‘@ Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

El sistema de respuesta al estrés estd compuesto por tres partes: 1) el hipotilamo, en €l se
encuentran neuronas secretoras del factor liberador de corticotropma (CRF), 2) la hipofisis,
la cual secreta la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y 3) la glandula adrenal, que secreta
glucocorticoides y catecolaminas. En la parte adrenomedular hay secrecion de catecolaminas

\

y en la parte adrenocortical hay secrecion de corticoides (Figura 1) (Alvarez, 2008).

Zona

Glomerulosa

Zona )
Fasiculata . Adrenocortical

Zona
Retcularis
mm——

Adrenomedular /

Figura 1: esquema que muestra la adrenal y sus partes.

Todas las formas de estrés estimulan en automatico el sistema nervioso simpatico y el eje
hipotalamo- hipofisis- adrenal (HHA) (Figura 2) (Spanakis v col., 2015), este ultimo tiene la
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funcién principal de mantener la homeostasis en el organismo (Chrousos, 1995), es un
sistema neuroendocrino, compuesto de los nucleos paraventriculares del hipotilamo, la
adenohipofisis y la corteza adrenal (Evanson y Herman, 2015).

En todas las situaciones de estrés, la respuesta parece encontrarse coordinada por el
hipotilamo, el cual desencadena la respuesta global del estrés (Tresguerres, 2010). En el
nucleo paraventricular (NPV) del hipotilamo, se encuentran neuronas parvocelulares que
contienen CRF (Tresguerres, 2010; Spanakis y col., 201)5).

La CRF estimula la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en la hipofisis
anterior. La ACTH actia sobre la corteza adrenal, regulando la secrecion de
glucocorticoides como productos finales de la activacion del eee HHA. En situaciones no
estresantes la CRF se secreta en forma circadiana, incrementando sus pulsos durante la
maiana y aumentando la amplitud de secrecion de ACTH vy cortisol; en situaciones de estrés
agudo se puede observar incremento en la liberacion de CRF (Alvarez, 2008).

Estrés

CRH

Corticoides

ACTH

Figura 2: esquema que muestra la regulaciéon endocrina de la adrenal ante situaciones de estrés. CRH:
Hormona liberadora de corticotropina, ACTH: Hormona adrenocorticotropa. Modificado de Arce, 2006
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Ovario

Los ovarios son las glandulas reproductoras femeninas, las cuales son equivalentes a los
testiculos en el macho (Moore y Psuard, 2008, Rodriguez, 2005), la mayoria de los
vertebrados (a excepcion de las aves, reptiles y algunos mamiferos) se encuentran en niimero
par, tienen una forma de almendra y se encuentran situados en ambos lados de la cavidad
pélvica superior, se encuentran fijos a lo ancho por el ligamento del mesoovario (Quezada,
1997; Yao y Bahr, 1998; Gartner y Hiatt, 2007; Moore y Persaud, 2008; Aleman, 2016). En
la rata adulta, los ovarios tienen un peso aproximado de 30 mg cada uno y miden 4.35 mm
de ancho, 5.5 mm de largo y tienen grosor de 1.6 mm (Navarrete, 2011).

Los ovarios se componen por tres zonas: 1) zona cortical llamada cortex ovarico, el cual tiene
epitelio germimativo y foliculos en diferentes etapas de desarrollo. En el cortex también se
encuentra una estructura llamada cuerpo Iiteo que produce progesterona (Rodriguez, 2005;
Aleman, 2016); 2) zona de la medula ovdrica, ésta se localiza en el centro del ovario y consta
de tejido conjuntivo, células contractiles e intersticiales; 3) zona del hilio, el cual contiene
vasos sanguineos, linfiticos y nervios que penetran al ovario (Figura 3) (Palma, 2001;
Rodriguez, 2005).

Los ovarios tienen dos funciones, la produccion de ovocitos viables y la sintesis de hormonas
esteroides (estrogenos, progesterona y testosterona) y hormonas peptidicas (inhibina, activina
y folistatina) (Palma, 2001; Rodriguez, 200)5).

Figura 3: esquema que muestra las zonas del ovario. A) Zona cortical o cortex ovarico, B) Zona de la medula
ovarica, C) Zona del hilio. Modificado del Blog Atlas de histologia - http://mackpsico.blogspot.mx/
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& Inervacion del ovario

El ovario regula sus funciones por diferentes vias nerviosas que se componen de fibras
simpaticas, parasimpaticas y sensoriales (Aneseti y col., 2001; Ramirez, 2016).

El sistema parasimpatico establece sus conexiones a través del nervio vago (Figura 4)
(Morales-Ledesma y col, 2007), un nervio craneal que inerva la region cefilica, las cavidades
toracica y abdominal (Koing v Liebich, 2008). Se origina en el ganglio nodoso y los ganglios
de la raiz dorsal del segmento toracico 10 al lumbar 2, sus fibras ingresan al ovario, por el
transcurren diferentes péptidos como la acetilcolina (ACh), somastotatina (SOM), sustancia
P (SP), gastrina, péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido relacionado al gen que
codifica a la calcitonina (CGRP) y neuropéptido Y (NPY) (Chavez v col., 2011; Cruz, 2015;
De Leén, 2016).

Las fibras simpaticas se originan del segmento toracico 11 al lumbar 4 de la medula espinal y
hacen smapsis con las neuronas post ganglionares que se localizan en el complejo del ganglio
celiaco mesentérico superior (GCMS). Del GCMS se proyectan dos paquetes nerviosos, el
NOS y el NPO (Figura 4). Las fibras que componen al NOS y NPO son principalmente
amielinicas con un pequeno porcentaje de tipo mielinico (Ramirez, 2016).

El NPO esta asociado a la arteria ovarica e inerva los vasos sanguineos y se compone de dos
tipos de fibras nerviosas, uno de ellos estd ntegrado por neuronas sensoriales las cuales
transportan SP y CGRP. El segundo tipo de fibras se compone por neuronas simpdticas, las
cuales transportan NA y NPY (Aneseti v col., 2001; Fernandois vy col., 2014; Ramirez,
2016).

El NOS se asocia al ligamento suspensorio e merva la glindula intersticial y a la teca externa
de los foliculos. Este paquete nervioso es el que proporciona la mayor concentracion de NA
al ovario asi como VIP y NPY. La informacion neural que transporta el NOS modula la
reactividad de los foliculos ovaricos a las gonadotropinas, y participa en la regulacion de la
secrecion de las hormonas esteroides por el ovario (Fernadois v col., 2014; Ramirez, 2016).

Las tres vias nerviosas son de origen extrinseco y llegan al ovario e inervan a los foliculos en
diferente estadio de maduraciéon (Aneseti y col., 2001).

Dentro del ovario se presentan estructuras celulares con caracteristicas morfologicas y
moleculares  similares a las neuronas (Fernandois vy col., 2014). Estas células se ven
pronunciadas durante la etapa fetal y durante el primer aiio posnatal. Se localizan en el hilio,
la medula y la corteza del ovario. Son capaces de sintetizar noradrenalina y se ha observado
que llegan a contener NPY (Aneseti y col., 2001; Fernandois y col., 2014).
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Nervio Vago

Nervio ovarico

\lenacava superior

Adrenal
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Figura 4: esquema que muestra la inervacion extrinseca ovarica. La via parasimpdtica a través del nervio vago,
las vias simpdticas originadas en el ganglio celiaco mesentérico superior que da origen a los dos paquetes
nerviosos el nervio ovérico superior y el nervio del plexo ovirico. Modificado de Lawrence y Burden, 1980.
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Foliculogénesis

La foliculogénesis es una serie de eventos que permiten obtener un foliculo preovulatorio a
partir de foliculos primordiales, para que ocurra la ovulacion y en muchos casos la atresia
folicular (Palma, 2001; Arce v col., 2000). La foliculogénesis es un proceso que tiene lugar en
la corteza ovarica (Arce y col., 2006) y es regulado por las gonadotropinas hipofisarias y las
hormonas sexuales secretadas por el ovario, las cuales son moduladas por la informacién
neural que llega al ovario (Villavicencio, 1991).

En la mujer la foliculogénesis comienza en la vida fetal, en donde se establecera la reserva de
foliculos primordiales, mientras que en la rata, la formacion de foliculos primordiales ocurre
del dia uno al 4 después del nacimiento (Malamed vy col., 1992; Barra v col., 2014). La
foliculogénesis se micia con el reclutamiento del foliculo primordial que se encuentra en
latencia y finaliza con la ovulacion o bien con la desaparicion del foliculo por atresia (Arce vy
col., 2006).

La maduraciéon folicular puede dividirse en dos fases: Fase preantral o independiente de
gonadotropinas, donde el foliculo crece y se diferencia, en esta etapa la regulacion del
foliculo es de tipo autocrino/paracrino. Fase antral o dependiente de gonadotropinas, donde
hay un aceleramiento en el crecimiento folicular, esta fase estd regulada fundamentalmente

por la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Arce vy col.,

2006).

Los foliculos Primordiales (Figura 5) estin formados por el ovocito primario, en un estado
de arresto meidtico, rodeado de una capa de células foliculares planas (células pre-
granulosas), comienzan a crecer y entran en el conjunto de foliculos en crecimiento. Los
signos que indican que ha comenzado el crecimiento en este tipo de foliculos son: (Palma,
2001; Arce y col., 2006)

Incremento en el tamano del ovocito
Cambio en la forma de las células de la granulosa, adoptan una forma cuboidea

Formacioén de la zona pelucida, denominandose a esta estructura Foliculo Primario.

Posterior a estos cambios las células cubicas se multiplican y aparecen 2 o mas capas de la
misma. Se comienzan a expresar receptores a FSH en las células de la granulosa. Aparecen
uniones gap entre la granulosa y el ovocito, las cuales permitirin el paso de nutrientes y
sustancias reguladoras hacia el ovocito (Palma, 2001; Arce y col., 20006).

Durante la fase de foliculo secundario (Figura 5) hay una diferenciacion del estroma ovarico
que rodean al foliculo, con aparicion de las dos capas de la teca. En un principio una red de
capilares invade un espacio ubicado entre las células que rodean al foliculo y estas
constituyen la capa vascular llamada teca interna, la cual aportarda los nutrientes a la

7
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membrana de las células de la granulosa y al ovocito y permite el acceso de gonadotropinas y
otras sustancias al foliculo en crecimiento. Por fuera de la capa de la teca interna se
encuentra la teca externa rica en tejido conectivo y fibroblastos. (Palma, 2001; Arce y col.,
2006). En seguida comienzan a aparecer espacios entre las células granulosas, consecuencia
del exudado plasmatico de consistencia liquida por parte de dichas células. A este fluido se le
conoce como liquido folicular, el cual esta modificado por la presencia de productos de
secrecion aportados por el ovocito y por las células de la granulosa. Estos espacios
posteriormente confluyen en una cavidad denominada antro folicular. El foliculo secundario

ird aumentando de tamano hasta adquirir las caracteristicas del foliculo preovulatorio (Figura
5) (Palma, 2001; Arce, 2006).

El foliculo preovulatorio estd formado por células de la granulosa que se organizan en cuatro
subtipos: de la membrana, las periantrales, las del cumulus oophorus y las de la corona

radiata. Todas ellas expresan receptores para FSH durante el desarrollo del foliculo antral
(Figura 5) (Tresguerres, 2005; Arce y col., 2006).

En el foliculo maduro las dos capas de células de la teca, interna y externa, se encuentran
rodeadas por fibras de coligeno y fibras musculares lisas asi como de tejido conectivo. Estas
van a formar una vaina fibrosa que durante la ovulacion originara un orificio por efecto de
una disgregacion y esto permitira la salida del ovocito (Dominguez, 1991).

Tejido
conjuntivo
Células Células
fol:cula;n ~ foliculares
aplanadas N clbicas
A T |
Ovocito L N’ M
T g s\
Membrana : 7.\-/, ~
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Camulo
_ odforo

Células de la
teca

- -.Células de la
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P g
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Células dela
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Figura 5: esquema que muestra las caracteristicas de los foliculos ovaricos en las diferentes etapas del crecimiento. A:
foliculo primordial, B: foliculo primario, C: foliculo secundario, D: foliculo preovulatorio. Modificado de Ramirez, 2007
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GnRH

Tanto la sintesis como la liberacion de la LH y FSH, son reguladas por la GnRH (Figura 6)
(Prieto v Velazquez, 2002). El cual es un decapéptido que desempena un papel endocrino
fundamental en la regulacion de los procesos reproductivos (Leung v Cheng, 2004), este se
encuentra muy conservado evolutivamente desde los peces hasta el hombre (Pricto vy
Velazquez, 2002).

Fl gen que codifica a la GnRH se encuentra en el brazo corto del cromosoma ocho, es una
secuencia que transcribe una proteina precursora de noventa y dos aminoacidos que va dar
origen a la GnRH y a un péptido de 56 aminoacidos llamado GAP. El primer exén consiste
de una region 5’ que no transcribe, el segundo exén codifica para el péptido senal de GnRH
(10 aminoacidos) y los primeros 11 residuos de aminoacidos de GAP. El tercer exon codifica
para los residuos 12-43 de GAP. Kl cuarto exon codifica para los 13 residuos de aminoacidos
terminales de GAP vy el restante RNAm no se traduce (Prieto y Velazquez, 2002, Plant v
Zeleznik, 2015). La secuencia de la GnRH es pyroGlu - His - Trp - Ser - Tyr - Gly - Leu
- Arg - Pro - Gly - NH2, (Leung vy Cheng, 2004).

La GnRH es producida por un numero relativamente pequeno de neuronas, que se
encuentran localizadas en el complejo de la banda diagonal de Broca, el septum medial y el
hipotilamo rostral. En el hipotilamo las neuronas parvicelulares secretoras de este
decapéptido se encuentran en el nicleo arcuato, el nicleo periventricular, el NPV y el area
preoptica. Su liberacion de estas zonas es por exocitosis, que es regulada por diferentes
pulsos que llegan al hipotdlamo. En un principio es descargada a la eminencia media y de ahi
al sistema portal hipotalamico hipofisiario que conecta con la adenohipéfisis. Dentro de la
adenohipofisis se une a los receptores membranales de los gonadotropos, para inducir la
sintesis y liberacion de la LH y FSH (Pricto v Velazquez, 2002; Leung v Cheng, 2004; Plant v
Zeleznik, 2015).

% Regulacién neuroendocrina de la ovulacién

La FSH y LH son glicoproteinas producidas y liberadas por la adenohipofisis, son vertidas al
torrente sanguineo, donde llegardn a las gonadas y favoreceran la maduracion folicular v la

estereidogénesis (Figura 6) (Prieto v Velazquez, 2002).

La FSH se une a sus receptores localizados en las células de la granulosa de los foliculos
ovaricos en desarrollo, favoreciendo el crecimiento folicular y la secrecion de estrogenos,
hormona sexual femenina que durante las primeras fases del desarrollo folicular ejerce un

papel de retroalimentacién negativa en la secrecion hipofisaria de la LH, en las ultimas
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etapas del desarrollo folicular los estrogenos tienen una retroalimentacion positiva
aumentando la liberacion de LH (Prieto v Velazquez, 2002; Iglesias v col., 2007).

La LH al unirse a su receptor, el cual se encuentra en las células de la teca del foliculo
preovulatorio, induce la liberacion del ovocito por la ruptura del foliculo y estimula la sintesis
de androgenos. Ademas da origen y crecimiento al cuerpo lateo, el cual secreta
progesterona. Cuando el 6vulo no es fecundado el cuerpo lateo comienza un proceso de
encogimiento y este deja de secretar progesterona (Prieto v Velazquez, 2002).

GnRH

an

Sintesis de Sintesis de Sintesis de \

Progesterona androgenos estrogenos

Ovulacion

Célulade
la
Granulosa

Luteo

Figura 6: esquema que muestra la regulacion neuroendocrina de la ovulacion. GnRH: hormona liberadora de
gonadotropinas, FSH: Hormona estimulante del foliculo, LH: Hormona luteinizante. Modificado de Cardinali
y col.,, 1994; Yen y col., 1999.
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“® Ovulacién

Una vez que el foliculo preovulatorio alcanza su maduracion final, se va a producir su
ruptura, con la liberacion del ovocito maduro contenido en su interior hacia el oviducto
(Figura 7). La LH produce la ruptura de la membrana folicular por accion de un activador
del plasmindégeno presente en el liquido folicular, que cataliza la conversion del
plasmindgeno en plasmina, enzima proteolitica capaz de romper la membrana basal, y que
actuard sobre el tejido conectivo de la teca. El proceso de la ruptura folicular también es
mediado por una especie de reaccion inflamatoria local dependiente de histamina, por

colagenasas o por la contractura folicular inducida por prostaglandinas (Tresguerres, 2000,
Arce, 20006).

Para que se produzca la ovulacion es necesaria la accion conjunta de los picos preovulatorios
de LH y FSH (Arce, 20006).

Foliculos en
crecimiento

Foliculo roto

Células del
cumulo oé6foro

Ovocito

Figura 7: esquema que muestra la ruptura del foliculo ovirico para liberar el ovocito contenido en su interior
hacia el oviducto. Modificado de Sadler, 2006.
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Esteroidogénesis

La esteroidogénesis se basa en un conjunto comutn de vias biosintéticas (Yen v col., 2001).
Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol, las células biosintéticas lo pueden
obtener a partir de la sintesis del acetato, o de los depositos de esteres de colesterol que se
encuentran en las vacuolas lipidicas intracelulares, o a partir de la captacion de lipoproteinas
de baja densidad, que son ricas en colesterol (Roca, 2005). Los principales organos que
sintetizan esteroides a partir del colesterol son las glandulas adrenales y las gonadas. Durante
el embarazo la placenta aporta grandes concentraciones de progesterona, ademads hay
organos como el cerebro, el tracto mtestinal y la piel que aportan enzimas esteroidogénicas
(Odermatt vy col., 2016). Durante el proceso de esteroidogénesis hay participacion de
enzimas las cuales pertenecen a dos categorias: oxidasas del citocromo P450 e
hidroxiesteroide deshidrogenasas (Yen y col., 2001).

Los organos que se encargan de la sintesis de esteroides lo hacen a partir de colesterol nuevo,
el cual lo obtienen de la produccion de las células a partir de acetil-CoA, o del colesterol que
es tomado de la dieta diaria. El colesterol es esterificado y almacenado en gotas de lipidos, en
el momento de ser requerido es liberado por actividad de la enzima lipasa. La absorcion del
colesterol por las mitocondrias es la etapa limitante en la esteroidogénesis. Esta captacion de
colesterol es modulada por la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR), su
funcién es facilitar la transferencia del colesterol desde la membrana exterior a la membrana
interna mitocondrial (Figura 8). Dentro de la mitocondria el colesterol tiene un proceso de
conversion en pregnenolona mediante la enzima citocromo P450 (CYP 450) en cooperacion
con la reductasa adrenoxina (Figura 9). En funcion del 6rgano, la pregnenolona se convierte
en androgenos, estrogenos, glucocorticoides o mineralocorticoides (Odermatt y col., 2016).

Colesterol
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Figura 8: esquema que muestra el paso del colesterol de la membrana externa mitocondrial a la interna por
ayuda de la proteina StAR. Modificado de Goméz-Chang v colaboradores, 2012,
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En los ovarios la sintesis de las hormonas esteroides es medida por las células de la teca y
granulosa. Las células de la granulosa se encuentran en el compartimiento celular avascular
que rodea al ovocito y las células de la teca residen en el estroma ovarico. Tanto las células
de la teca como las de la granulosa expresan StAR y la enzima de desdoblamiento de la
cadena lateral del colesterol (CYP11A1). Las células de la granulosa sintetizan pregnenolona
a partir del colesterol y asi posteriormente el cuerpo ldteo podrda transformar la
pregnenolona a progesterona, para la producciéon de estrogenos. La pregnenolona puede ser
secretada a partir de las células de la granulosa y captada por las células de la teca (de igual
forma las células de la teca sintetizan pregnelonona), para formar dehidroepiandrosterona.
Las células de la teca expresan la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (3p-
HSD2) y convierten dehidroepiandrosterona en androstenediona, la androstenediona es
entonces entregada de nuevo a las células de la granulosa para su conversion a estrogenos,
evento dependiente de la aromatasa. Las células de la granulosa expresan la enzima 17f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (17p -HSD1), que se necesita para la conversion de
estrona en estradiol (E2) (Odermatt y Col., 2016).

Figura 9: Esquema que muestra
la biotransformacion de
colesterol a pregnenolona, a
través de la hidroxilacion y

ruptura de los enlaces C-20 y C-
22, por la CYP450.

HO

Colesterol Pregnenoclona

Durante el ciclo estral hay cambios en la esteroidogénesis ovarica: durante la fase latea las
células de la granulosa lutemizadas son suministradas con suficiente colesterol, debido a una
mayor vascularizacion del compartimiento previamente avascularizado, las altas
concentraciones de LLH mejoran la expresion de CYP11A1 y 3B-HSDZ2, que resulta en las
grandes cantidades de progesterona (P4). En la fase folicular la FSH mejora la expresion de
la aromatasa y 17f-HSD1 para la produccion de cantidades crecientes de E2 vy
androstenediona por las células de la teca (Odermatt v col., 2016). Las aromatasas son un
grupo de enzimas capaces de transformar androgenos tales como androstenediona y
testosterona (T) en estrogenos, estrona y E2 respectivamente. Proceso conocido como
aromatizacion, el cual es inducido por la umién de FSH a sus receptores (Chabner vy col,
2008; Lerner, 2008).

La LH activa sus receptores en las células de la teca para inducir la expresion de la enzima
17-alfa-monooigenasa esteroide (CYP17Al), proporcionando precursores de androgenos
para la produccion de estrogenos en la granulosa. Por lo tanto hay un testigo estricto y
cooperacion de las funciones de la granulosa y teca para la regulacion de la sintesis de E2
(Odermatt y col., 2016).
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Figura 10: esquema que muestra las rutas para la biosintesis de las hormonas esteroides. Modificado de
Ramirez, 2011.
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Ciclo estral

Un factor importante que ayuda a la comprensiéon de los mecanismos fisiologicos
subyacentes a la conducta sexual femenina es el ciclo estral. El cual pone en manifiesto
cambios en la citologia vaginal que se repiten cada 4 o 5 dias (Palma, 2001).

El ciclo estral esta regulado por el eje hipotilamo- hipo6fisis- ovario- ttero. El ciclo se puede
dividir en tres fases 1) Estro o fase ovulatoria, 2) Diestro o fase luteal, y 3) Proestro (Palma,
2001).

El estro vaginal en un punto del ciclo donde se observan células epiteliales cornificadas, con
una duracién aproximada de 36 horas. El estro vaginal se correlaciona con la presencia de
foliculos que han liberado su ovocito. Asimismo, en este momento se empiezan a desarrollar
foliculos terciarios, a partir de foliculos secundarios, que son los que van a ovular en el ciclo
sigulente (Palma, 2001).

Le sigue un periodo en el cual se reduce el nimero de células cornificadas, apareciendo los
leucocitos (globulos blancos). Es un periodo que se le conoce como diestro vaginal y tiene
una duracion aproximadamente de 48 horas. Los foliculos terciarios se hacen mas grandes, y
las células de la granulosa mas numerosas. Asi mismo, el antro folicular comienza a llenarse
de un fluido claro conocido como liquido folicular. En aquellos foliculos que liberaron su
ovocito en el dia del estro sus células foliculares experimentan un proceso de transformacion
en el cual se transforman en células luteinicas, formando asi los cuerpos liteos. En animales
con ciclo de 4 dias, presentan dos dias de diestro, al primer dia se le designa como diestro I
(DI, v al segundo, diestro II (DII). Hacia el DII hay un aumento en el crecimiento y

desarrollo folicular, los cuerpos liteos estan completamente formados (Palma, 2001).

La siguiente etapa corresponde al proestro, con una duracion aproximada de 12 horas. Se
caracteriza por la presencia de muchas células epiteliales nucleadas, asi como por una
espectacular reduccion del namero de leucocitos. En los foliculos preovulatorios destinados
a ovular, tiene lugar un fuerte y rapido crecimiento. Los otros foliculos que no van ovular
experimentan regresion (Palma, 2001).
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Sindrome del ovario poliquistico

El SOP es un trastorné endocrino muy comun entre las mujeres en la edad reproductiva. Se
estima que entre el 2-18% de las mujeres con problemas reproductivos presentan SOP
(Lubna, 2014), en México se estima que el 6% de las mujeres en edad reproductiva lo
padecen y hay un incremento progresivo en la poblacion mexicana (Rodriguez-Flores, 2011).
Sin embargo, la determinacién exacta es un problema debido a la heterogeneidad en los
criterios empleados para el diagnéstico y la variabilidad en la presencia de los sintomas. Los
criterios de juicio del SOP incluyen hiperandrogenismo, anovulaciéon crénica y la morfologia
del ovario poliquistico (Lubna, 2014).

El hiperandrogenismo clinico puede manifestarse con hirsutismo, defimdo como
crecimiento de vello, acné o calvicie. El hiperandrogenismo bioquimico puede mcluir
elevacion en la testosterona total o en el sulfato dehidroepiandrosterona. Las mujeres con
SOP también llegan a presentar alteraciones como obesidad, concentraciones elevadas de
LH y resistencia a la insulina; aunque estos parametros no son necesarios para el diagnostico
(Lubna, 2014).

La induccién del SOP como modelo de estudio

El SOP implica multiples factores etioldgicos, que conducen a un trastorno heterogéneo (Shi
v Vine, 2012). El conocimiento que se tiene hasta el momento de la etiologia del sindrome
aun esta incompleta (Frank, 2012). Su temprana aparicion y los riesgos a largo plazo ain no
estan del todo claros (Shi y Vine, 2012).

Una de las estrategias para la comprension del SOP ha sido el uso de modelos animales
(Frank, 2012) los cuales deben de presentar caracteristicas comunes incluyendo las
reproductivas y metabolicas. Debido a la naturaleza heterogénea del SOP, es una labor
dificil, el desarrollar modelos animales que 1miten la anormalidad del eje hipotilamo-
hipéfisis-ovario, los factores cardiovasculares y metabolicos que se encuentran presentes en
pacientes con SOP (Shiy Vine, 2012).

Se han utilizado diversos modelos animales para el estudio del SOP, incluyendo roedores,
ovejas y primates (Frank, 2009). Los roedores, como los ratones y las ratas, son los animales
mas utilizados para estudiar el SOP, sus beneficios radican en el tamano pequeno, el alto
indice de reproduccion, su ciclo de vida corto el cual permite la exploracion de los efectos
metabolicos y reproductivos a largo plazo (Frank, 2009; Shi y Vine, 2012).

El uso de diferentes modelos animales del SOP ofrece un mejor enfoque para el estudio y la
comprension en las intervencion tales como la dieta, la farmacéutica y la reduccion del riesgo
cardiometabolico en pacientes con SOP (Shiy Vine, 2012).
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© Administracién de andrégenos

Los andrégenos que mas se utilizan son la dehidroepiandrosterona, el propianato de
testosterona y la Sa-dihidrotestosterona. Utilizando estos modelos se exhiben  trastornos

metabolicos, incluyendo la obesidad, hiperinsulenemia, situaciones similares a las observadas
en mujeres con SOP (Shi y Vine, 2012).

s

© Antiprogesterona

La antiprogesterona (RU486) es un esteroide sintético que actia como un antagonista de la
P4. Normalmente la progesterona es sintetizada en el cuerpo lateo después de la ovulacion y
tiene un papel importante en la regulacion en la secrecion de gonadotropinas, en el
desarrollo folicular y la ovulacion (Shi, 2012).

En animales tratados con RU486 la concentracion de P4 decrementa, lo cual también se
observa en mujeres que presentan el SOP, esta disminuciéon trae como consecuencia que la
frecuencia de pulsos de GnRH incrementen, también provoca el aumento en la liberacion de
testosterona ovarica, lo que trae como consecuencia la atresia folicular y la anovulacion (Shi,

2012).

@ Inhibicion de la aromatasa

La aromatasa es una enzima importante que convierte la T y androstenediona en E2 y
estrona, respectivamente. El letrozol es un inhibidor no esteroideo de la aromatasa, que
reduce la conversion de androgenos en estrogenos en el ovario, lo que resulta en una alta
concentracion de T y la disminuciéon de la produccion de E2. En la rata hembra la
administraciéon oral de letrozol (dosis 0.1, 0.5 y 1 mg/Kg) resulta en acichcidad vy

caracteristicas histopatoldgicas y bioquimicas del SOP similares a las descritas para la mujer
(Shi, 2012).

% Administracién de estrogenos

El valerato de estradiol (VE) es un estrogeno de acciéon prolongada, provoca una
desregularizacion en la secrecion de GnRH, asi como una hiperactividad de las fibras
catecolaminérgicas. Se ha visto que una dosis de 2 mg de VE en la rata adulta o joven induce
hiperandrogenismo, anovulaciéon y morfologia de ovarios poliquisticos (Figura 11) (Lara v
col. 1993; Zafari y col., 2010; Shi y Vine, 2012).
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El estrés como modelo de induccién del SOP

Otros modelos de induccion del SOP son mediante el estrés fisico como la exposicion a luz
constante o al frio.

@ Luz constante
La patogénesis del SOP es incierta, aunque el estilo de vida puede ser un factor importante
para su desarrollo. La restriccion del sueno se ha generalizado en la sociedad moderna, lo
cual se ha relacionado con distintas enfermedades. La luz constante conduce a una privacion
del sueno que se asocia a un estrés fisiologico (Kang y colaboradores, 2014). La luz constante
es unos de los modelos de estudio para las disfunciones ovaricas como la anovulacion,
ovarios poliquisticos y la presencia de estro persistente.

La ovulacién se produce en respuesta a la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas,
cuya secrecion es regulada por ritmos circadianos. La hora del dia en que se produce la
ovulacion depende del fotoperiodo al que estin sometidos los animales. Ratas hembras
expuestas a luz constante presentan una disminucion en la secrecion de LLH, causado por una
desregulaciéon en la liberacion de GnRH. Estos cambios estan asociados con el desarrollo de
ovarios poliquisticos y anovulacién (Bradshaw y col., 1965; Lawton v Schwartz, 1967; Brawer
y col., 1980; Shiy Vine, 2012).

La exposicion a la luz constante a ratas hembras adultas durante ocho semanas, ocasiona
cambios en la morfologia del ovario tales como disminucioén en el peso del ovario, atresia
folicular, quistes foliculares y cuerpos hiteos de menor tamano. Los autores sugieren que
todos estos cambios morfolégicos se deben a las bajas concentraciones de las hormonas LH,
FSH y P4 (Beys v colaboradores, 1995).

Gao y colaboradores en el 2016 reportan que en ovejas hembras la luz constante aumenta la
concentracion sérica de E2 vy disminuye la de P4, efecto atribuido a la interrupcion del
fotoperiodo normal que provoca una desconexion entre el hipotilamo y la hipéfisis,
resultado de la abolicién en los ritmos diarios de melatonina.

En ratas hembras adultas expuestas a luz continua por 26 dias e inyectadas crénicamente con
solucion salina cada cuatro dias, disminuye la concentracion de pregnano, esteroide
fundamental para la sintesis de hormonas esteroides como P4, asi como de los metabolitos
de la P14 (bo-pregnano-3,20-diona y 3o-hidroxi-5a-pregnan-20-ona). Esta respuesta es
atribuida a una menor actividad la enzima Sa-reductasa presente en los quistes foliculares
(Sawada y col., en 1987).

Desde los arios 70 s se tienen reportes de los efectos que la exposicion a la luz constante
ocasiona en las ratas hembras. Pero el hiperandrogenismo, que es una caracteristica clave

observada en mujeres con SOP, solo se ha reportado una vez al utihizar este modelo de
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estrés. Kang v colaboradores en el 2014 exponen a ratas hembras adultas a luz constante
durante 16 semanas, al final de éste periodo obtuvieron altas concentraciones de T
acompanado de quistes foliculares.

Si bien la exposicion a luz constante induce la formacion de quistes foliculares, aumento
tanto en la concentracion de estradiol como de testosterona y una disminucion de
progesterona y sus metabolitos, no se ha propuesto como modelo de induccién del SOP ya
que no hay un estudio que conjunte en un mismo estudio la secrecion de hormonas
esteroides, la histologia ovarica y la ovulacion.

‘@ Estrés por frio
En ratas hembras la exposicion a estrés por frio induce la formacion de quistes foliculares,
concentraciones altas de androgenos, un bajo namero de ovocitos liberados y en algunas
ocasiones provoca anovulacion. Esto ha sido explicado en respuesta a la hiperactividad de
las fibras catecolaminérgicas que se produce en respuesta al estrés, por un mecanismo similar
al que se describe para el VE (Paredes y col, 1998; Bernucci y col., 2008).

El efecto principal que el estrés por frio tiene sobre los organismos es el incremento en la
concentracion de NA en suero (Pacak y col., 1998) como resultado de la hiperactividad del
SNC (Hank v col., 2001; Bernucci y col, 2008; Bernucci y col., 2013) y de los nervios
simpaticos que llegan al ovario (Figura 11) (Paredes y col., 1998; Dorfman y col. 2003).

Tanto en el hipocampo como en la corteza cerebral su tnica entrada noradrenérgica es por
medio de las neuronas del Locus Ceruleus (LC) (Nisenbaum y Abercrombie, 1993). El
estrés por frio, a cinco grados centigrados durante tres o cuatro semanas, incrementa la
concentracion de la catecolamina en el hipocampo, como resultado de una mayor actividad

de las neuronas del L.C, nicleo predominantemente noradrenérgico.

Hank y colaboradores en el 2001 mostraron que después de la exposicion cronica al frio, a
5°C por 14 dias, las neuronas noradrenérgicas del LLC mostraban una mayor actividad
electrofisiologica ante la inyeccion mtracerebroventricular de CRF en comparacion con las
neuronas de aquellos animales que no fueron estresados. Sugiriendo que hay una mayor

sensibilidad de las neuronas de L.C en las ratas expuestas a estrés por frio.

En ratas hembras adultas la exposicion cronica al estrés por frio durante ocho semanas, por
tres horas durante cinco dias, a 4° C, se observan el desarrollo de ovarios poliquisticos y el
aumento en la concentracion de E2 y T plasmatica. Cuando a estos animales se les lesiona el
LC, en el ovario se aprecian cuerpos liteos y foliculos en diferentes etapas de desarrollo,
morfologia similar a la de un animal sin estrés. De 1gual manera, las concentraciones de E2 y

T se ven similares a las de un animal sin estrés (Bernucci y col., 2008).

En ratas hembras adultas la exposicion al frio a 4°C de manera cronica (por tres horas de

Lunes a Viernes) durante tres o cuatro semanas, produce cambios en el desarrollo folicular
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asociado a una activacion de los nervios simpaticos. A las tres semanas se observa
disminucién de la NA oviérica, como resultado de una gran liberacién de la catecolamina.
Mientras que a las cuatro semanas aumenta la NA junto con el factor del crecimiento neural
(NGF), una neurotrofina que al pegarse a su receptor de baja afinidad, el P75, manda una
senal al ganglio celiaco donde promueve la transcripcion de la tirosina hidroxilasa, enzima
limitante en la biosintesis de la NA. Tanto a las tres como a las cuatro semanas se ve
disminuido el numero de foliculos totales, dado por la disminucion de los secundarios y
antrales (Dorfman vy col., 2003).

La resistencia a la insulina es una de las caracteristicas que puede estar presente en mujeres
con SOP. El grupo de Dorfman (2009) mostré que el estrés por frio cronico a 4°C, cinco
dias a la semana durante cuatro semanas, trac consigo resistencia a la msulina que podria
estar dada por la NA liberada y que puede inducir la disminucion en las proteinas asociadas

al receptor de mnsulina, como la proteina tipo 2 y el transportador a glucosa tipo 4.

Se ha planteado que existe un mecanismo adaptativo que adquieren los animales expuestos a
estrés por frio y que afecta la liberacion de NA, por lo cual, cuando los animales tienen un
periodo prolongado de exposicion al frio, los mecanismos adaptativos no permiten que se
presenten efectos a nivel ovarico. Asi, al someter a ratas hembras adultas a estrés por frio
continio durante tres semanas, aumenta en el ovario la actividad nerviosa simpatica,
acompanado de quistes foliculares. Sin embargo, cuando se prolonga la exposicion a 11
semanas estas alteraciones ya no se presentan (Paredes y col., 1998).

Algo similar se observa a nivel del LC, donde al medir su actividad en ratas hembras
expuestas a una sola sesion de tres horas a estrés por frio, o después de cuatro u ocho
semanas de exposicion cronica, se observa que hay una mayor actividad en el nucleo en las
ratas expuestas a una sola sesion, y que hay una tendencia a la normalizacion de la actividad

en los grupos de cuatro y ocho semanas (Bernuci y col., 2013).

Espinoza en el 2014 mostro que en la rata hembra prepuber sometida a tres semanas de
estrés por frio cronico increment6d la concentracion de NA ovarica. Sin embargo, este
mcremento ya no se presenta cuando la rata es expuesta por un periodo de cinco semanas.

Respuesta que ha sido atribuida a un proceso de adaptacion ante el estrés.

Con esto se pude sugerir que los animales desarrollan mecanismos de adaptacion al estrés
por frio cuando la exposicion es de una manera cronica, y que en el animal adulto estos
mecanismos se llegan a presentar de una manera mas lenta.
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Figura 11: esquema que muestra las fibras simpaticas de un animal normal (A, hiperactividad de las mismas
después de la administracion del VE (B) y (C) hiperactividad de las fibras simpaticas ante la exposicion al estrés
por frio.
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Justificacion

La respuesta que el organismo tiene ante cualquier estimulo estresante puede alterar las
funciones reproductivas. Se ha reportado que la respuesta al estrés puede activar tanto vias
endocrinas como vias nerviosas simpaticas, las cuales estimulan la secrecion tanto de
glucocorticoides y de catecolaminas, esta ultima es producto de la hiperactividad de los
nervios simpaticos. El incremento en la actividad de los nervios simpaticos ha sido asociado
con el desarrollo de la patologia del SOP.

El SOP es un trastorno endocrino y metabolico, que afecta a las mujeres en edad
reproductiva y es la causa mas frecuente de infertiidad. De manera experimental se han
disenado modelos para inducir la patologia, entre estos modelos se encuentra la exposicion a
estimulos estresantes, como son la exposicion al frio y a luz constante.

Al someter a la rata hembra al estrés por frio de manera cronica aumenta la concentracion
de noradrenalina tanto en ovario como en SNC, lo cual es un indicativo de una
hiperactivacion de los nervios simpaticos. El aumento en el tono simpitico se ve asociado
con la presencia de ovarios poliquisticos y alteraciones en la esteroidogénesis. Sin embargo,
cuando el tiempo de exposicion al estrés es prolongado, estas alteraciones ya no se logran
apreciar debido a un proceso de adaptacion, dejando incierto si la exposicion al frio es un
buen modelo de induccion del SOP. Del mismo modo, no se tiene registro si el dia del ciclo
estral puede afectar la respuesta al estrés. Por lo que en este estudio se analizé en la rata
hembra adulta, los efectos del estrés por frio intermitente o cronico (considerando o no el

dia del ciclo estral) sobre las funciones ovaricas.

En la literatura se plantea que la exposicion a la luz constante trae consigo la formacion de
quistes foliculares, sin embargo, no se ha analizado si este tipo de estrés conlleva al desarrollo
de todos los parametros que definen al SOP. Por lo que en el presente estudio se evalto el
numero de ovocitos liberados, la concentracion de hormonas esteroides en suero y el
aspecto histoldogico de los ovarios de animales expuestos a luz constante.
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Hipoétesis:

Primer Experimento:

La rata prepuber sometida al estrés por frio cronico no desarrolla el sindrome del ovario
poliquistico, atn cuando incrementa el tono noradrenérgico del ovario, debido a un proceso
de adaptacion, que depende de la edad del animal y del tempo de exposicion al estimulo
estresante. S1 en la rata adulta la respuesta adaptativa es mds lenta, entonces la exposicion a
estrés por frio, créonico e intermitente, sera capaz de inducir las caracteristicas que definen al
sindrome tales como el hiperandrogenismo bioquimico, anovulacion y morfologia de ovarios
poliquisticos.

Segundo Experimento:

Si el estrés por luz constante es capaz de inducir mayor actividad de las fibras simpaticas,
entonces en la rata adulta la exposicion a la luz constante puede inducir hiperandrogenismo,
oligo-anoovulacion y quistes ovaricos, caracteristicas que definen al SOP.




Yered Misael Salagar Garcia

Objetivo general:

Evaluar si el estrés por frio o la exposicion a luz constante, en ratas adultas, inducen el

sindrome de ovario poliquistico.

Objetivos particulares:

# Analizar en la rata adulta el efecto del estrés crénico por frio durante ocho semanas,
sobre la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides.

# Analizar en la rata adulta el efecto del estrés cronico por frio iniciado en el dia del

diestro I, sobre la ovulaciéon y secrecion de hormonas esteroides.

# Analizar en la rata adulta el efecto del estrés intermitente por frio, sobre la ovulacion y
secrecion de hormonas.

® Analizar en la rata adulta estresada por la exposicion a luz constante, la respuesta
ovulatoria y la secrecion de hormonas esteroides.
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Materiales y Métodos
Generalidades

Se utilizaron ratas hembras adultas de 90 dias de edad, de la cepa CII-ZV, y que fueron
mantenidas en condiciones de bioterio, con intervalos de catorce horas de luz y diez horas de
obscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 hrs), a una temperatura de 22 +/- 2° C, con
libre acceso al alimento y agua ad-lhibtium. En todos los casos se siguio lo establecido por la
Norma Mexicana de Proteccion para el Uso de Animales en Experimentacion (NOM -062-
700-1999), especificaciones técnicas para la proteccion y cuidado de anmimales de
laboratorio.

Toma de frotis

Se verifico que las ratas no presentaran alguna alteracién en su ciclo estral, por lo cual se
realizé la toma de frotis diaria durante dos semanas consecutivas, antes de que estas fueran

sometidas a sus sesiones de estrés.

Solo las ratas que presentaron su ciclo con cuatro dias de duraciéon por dos semanas fueron
utilizadas, se repartieron de manera aleatoria en los siguientes grupos experimentales, cada

uno de ellos fue conformado por diez animales.

Estrés
% Estrés crénico por frio, ratas adultas que sin considerar su dia del ciclo

estral, se introdujeron en el cuarto frio a 4° C por tres horas diarias, de Lunes a
Viernes, en un horario de 8:00 a 11:00 h por un periodo de ocho semanas.

% Estrés crénico por frio iniciado en el Diestro I, este grupo de ratas debio estar
en la etapa del Diestro I para que fuera iniciada su sesion de estrés, fueron
mtroducidas en el cuarto frio a 4° C, siguiendo el protocolo anterior.

% Estrés intermitente por frio, las ratas adultas se colocaron en el cuarto frio a 4° C

los dias lunes (11:00-14:00), miércoles (08:00-11:00) y viernes (14:00-17:00 h) por un

periodo de 8 semanas.
Estrés por luz constante, consistié en introducir a las ratas adultas en un cuarto
con luces encendidas las 24 h, durante cuatro semanas.

% Grupo testigo, como grupo de comparacion se incluyeron ratas adultas intactas, las

cuales fueron mantenidas en condiciones de bioterio con un periodo de luz de 5:00 a

19:00 h. y una temperatura de 22 +/- 2°C, durante ocho semanas.
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Autopsia

Dos semanas antes de que terminara el periodo de estrés se reinicio la toma de frotis
vaginales y cuando presento el estro vaginal, se registré el peso corporal de los animales y se
sacrificaron por decapitacién entre las 8:00 y 11:00 h, se recolecto la sangre del tronco y se
centrifugo a 3500 rpm durante 15 min, el suero que se obtuvo se almaceno a -20°C hasta el
momento de la cuantificacion de las hormonas esteroides P4, Ty E2.

Durante la autopsia se retiraron los ovarios junto con los oviductos. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico se buscod y se contabilizaron los ovocitos contenidos en los
oviductos. Para el andlisis histologico de los ovarios, estos fueron fijados con Bouin durante

24 horas, deshidratados e imncluidos. Ademas se pesaron adrenales, titero y ovarlos.

Deshidrataciéon y tincién de los ovarios

Después de 24 horas en Bouin, los ovarios se lavaron con alcohol al 709%; y permanecieron
en este hasta el momento en que se realizoé la deshidratacion. La deshidratacion de los
ovarios 1mplicé la utihzacion de diferentes concentraciones de alcohol, se comenzo con la
concentracién al 70% y fue seguida con la de 80, 96 y 100%. Posteriormente se realizarén
dos cambios con cloroformo el primero fue de 1 hora y el ulimo de 16 horas. Al término,
los ovarios fueron sumergidos en paraplast fundido durante tres horas dentro de una estufa a
37°C y al finalizar este tiempo se incluyeron con el mismo paraplast. Con ayuda de un
micrétomo se realizaron cortes a 10 pum de grosor y se colocaron en los portaobjetos. Los
cortes histologicos fueron tefidos con la técnica de hematoxilina-eosina.

Busqueda de quistes foliculares

Una vez que estuvieron tenidos los cortes de ovario se buscaron en ellos la presencia de
prequistes y quistes foliculares. Para los prequistes se consideraron todos aquellos foliculos
que presentaron Invaginaciones en la capa de células de la granulosa. Los quistes son
aquellos foliculos donde la capa de la granulosa es muy delgada y la teca presentaba un
engrosamiento, éstos carecian de ovocito en su interior.
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Cuantificacién de hormonas esteroides en suero

Las concentraciones séricas de P4, T y E2, fueron cuantificadas por la técnica de ensayo por
mmunoadsorcion ligado a enzimas (E.LL.I.S.A), con un Kit comercial. Se tomaron 25 ul. del
suero y fueron colocados en los pozos correspondientes en las placas de ELISA destinadas
para evaluar cada hormona, el anticuerpo estaba pegado en el fondo del pozo de la placa.

Para cada evaluacion se agregaron 100 a 200 pl. de sus reactivos enzimaticos
correspondientes, se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente protegiéndolos de la
luz. Concluido el ttempo de incubacién de las hormonas, se eliminé el liquido contenido
en los pozos de las placas por vaciado y realizaron de tres a cuatro lavados con buffer de
lavado. Posteriormente se anadio a cada pozo 100 pl. de la solucién de substrato y se
mcubaron a temperatura ambiente durante 15 a 30 minutos. Se adicionaron 100 pL de la
solucion de paro. Se leyo la absorbancia de cada pozo a 450nm en un equipo lector de
placas. La sensibilidad del ensayo para progesterona fue de 7.52 y 8.41%, para testosterona
fue de 6.42 y 7.32% y para estradiol de 8.5 y 9.3%.

Analisis estadistico

Los resultados de peso relativo de 6rganos y la concentracion sérica de hormonas esteroides
fueron analizados con la prueba de Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida
por la prueba de Tukey. Cuando se realizé la comparacion de dos grupos se utilizé la prueba
de “"t” " de Student. El nimero de ovocitos liberados sera analizo por la prueba de Kruskal-
Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes se
analizo por la prueba exacta de Fisher. Se consideraron como estadisticamente significante
aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05.

A continuacion se muestra un diagrama donde se ejemplifican los modelos animales
utilizados en este trabajo, (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de los grupos experimentales, [A] estrés crénico por frio sin considerar el dia del ciclo

para iniciarlo, [B] estrés crénico por frio iniciado en DI, [C] estrés intermitente por frio, [D] estrés por la luz

constante.
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Resultados Experimento I: Efectos de la exposicién a estrés por frio de

manera crénica o Intermitente
Peso de Organos

La exposicion al estrés cronico por frio, dependiente o no del ciclo estral, no modifico la
masa adrenal ni el peso del ttero. Esta misma respuesta se observo en los animales donde el
estimulo estresante se practico de forma intermitente (Tabla 1).

Tabla 1. Media + eem de la masa adrenal y peso del ttero del grupo Testigo, animales estresados de manera
cronica por frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral (Exposicién crénica), iniciado el dia del Diestro 1
(Exposicién crénica en DI) o estrés por frio de manera Intermitente.

Grupo Masa adrenal Utero
mg/100 g p.c mg/100 g p.c
Testigo 19.39 + 1.43 152.32 + 15.02
Exposiciéon cronica 23.35 + 2.16 147.68 + 9.67
Exposicién crénica en D1 17.45 + (.38 166.58 + 8.81
Exposicién intermitente 18.03 + 1.80 171.38 = 11.54
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El estrés por frio de manera cronica, dependiente o no del ciclo estral, no modifico la masa
ovarica. Mientras que, en los animales expuestos al frio de manera intermitente, la masa
ovarica fue menor, respecto al grupo testigo o al expuesto al frio de manera cronica (Figura

13).
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mg/100 g p.c.

Testigo  Exposcion  Exposcion  Intermitente
cronica  crénica en DI

# p <0.05 vs Testigo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey), & p<0.05 vs Exposicién crénica (ANDEVA
seguida por la prueba de Tukey).

Figura 13. Media % e.c.m del peso de la masa ovirica del grupo Testigo (n=10), animales estresados de manera
crénica por frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral (Exposicién crénica) (n=10), miciado el dia del
Diestro I (Exposicion cronica en DI) (n=10) o a estrés por frio de manera Intermitente (n=10).
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Porcentaje de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados

En los animales sometidos a estrés cronico por frio, sin tomar en cuenta la etapa del ciclo
estral, no se modifico el porcentaje de animales ovulantes. Cuando el estrés se nicié en el
dia del diestro I, el porcentaje de animales ovulantes disminuyo, aunque no de manera
significativa. En el grupo de animales sometidos a estrés por frio de manera intermitente,
disminuyo la tasa ovulatoria, comparado con los animales testigo (Figura 14).

% de animales ovulantes

Exposicion  Exposicion  Intermitente
créonica  crénica en DI

Testigo

& p <0.05 vs Testigo (prueba exacta de Fisher)

Figura 14. Porcentaje de animales ovulantes del grupo Testigo (n=10), animales estresados de manera crénica
por frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral (Exposicién crénica) (n=10), iniciado el dia del Diestro 1
(Exposicion cronica en DI) (n=10) o a estrés por frio de manera Intermitente (n=10).
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El nimero de ovocitos liberados no se modifico en el grupo de animales de estrés por frio
cronico independiente del ciclo estral. Cuando el estrés se mici6 en el dia del DI se observo
un menor nimero de ovocitos liberados con respecto al grupo testigo (Figura 15).

El estrés por frio intermitente no modifico el nimero de ovocitos liberados cuando se les
compara con el grupo de animales testigo, sin embargo, cuando se compara con el grupo de
estrés por frio cronico iniciado en el dia del diestro I, el nimero de ovocitos totales fue
mayor (Figura 15).
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Numero de Ovocitos Liberados
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Testigo ~ Exposicién  Exposicion  Intermitente
cronica cronica en DI

# p <0.05 vs Testigo (Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney), ¥ p <0.05 vs Exposicion
cronica en DI (Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

Figura 15. Media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados del grupo Testigo (n=10), animales estresados de
manera cronica por frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral (Exposicién crénica) (n=10), iniciado el dia
del Diestro I (Exposicién crénica en DI) (n=10) o a estrés por frio de manera Intermitente (n=10).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En la Figura 16, se muestra la concentracion sérica de Ps, T y Ee de animales sometidos a

estrés por frio.

Respecto a los animales testigo, en el grupo sometido a estrés crénico por frio independiente
del ciclo estral, disminuy6 la concentracion sérica de progesterona. I'n el grupo expuesto al
frio en el dia del D1, la disminucion no llego a ser estadisticamente significativa.

Cuando el estrés se mici6 en el dia del DI la concentracion sérica de testosterona fue mayor
en comparaciéon con el grupo testigo. Este mismo efecto se observo cuando el estrés se
practico de manera intermitente. De los tres grupos experimentales, fue el de los animales
expuestos al frio sin considerar la etapa del ciclo estral, quien presenté la menor

concentracion de testosterona.

La concentracion sérica de estradiol fue menor en el grupo estresado cronicamente por frio,
comparado con los animales testigo. Cuando el estrés se micio en el D1 o de manera
mtermitente la concentracion de la hormona fue mas alta que la del grupo testigo. Los
anmimales estresados de manera intermitente presentaron una concentracion menor, respecto
al grupo estresado en D1. La concentraciéon mas baja de la hormona se observo en el grupo
estresado de manera crénica, independiente del ciclo estral.
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seguida por una prueba de Tukey).

Figura 16. Media + e.e.m de la concentracion séricas de Progesterona, Testosterona y Estradiol del grupo

Testigo (n=10), animales estresados de manera cronica por frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral
(Exposicién crénica) (n=10), iniciado el dia del Diestro I (Exposicién crénica en DI) (n=10) o a estrés por frio
de manera Intermitente (n=10).
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Morfologia ovarica

En las siguientes imdgenes se muestran los cortes de ovario mas representativos de cada
grupo experimental.

En el corte histologico del ovario de un animal testigo, la vista panoramica (40x) permitié
observar la presencia de foliculos en diferentes etapas de desarrollo, asi como la presencia de
cuerpos liteos frescos, indicativo de que el animal acababa de ovular (Figura 17A). De la
figura 17B a la 17F se muestra las estructuras a mayor aumento.

En la Figura 18B se muestra la presencia de un cuerpo luteo; en C se observan dos foliculos
primarios; en D se muestra un cuerpo ldteo junto con un foliculo secundario; en E se

distingue un foliculo secundario y en F se observa un foliculo terciario.

En el corte histologico del ovario de un animal sometido a estrés cronico por frio, sin tomar
en cuenta el dia del ciclo estral para iniciarlo, la vista panoramica (40x) muestra foliculos en
desarrollo y cuerpos luteos (Figura 18A). En B se senala la presencia de un foliculo
prequistico, foliculos en desarrollo, cuerpos liteos; en C se aprecia un cuerpo luteo recién
formado; en D se aprecian prequistes con la capa de la granulosa desorganizaday en Ey F se
muestran diferentes foliculos en desarrollo.
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Figura 17. Microfotografias del ovario de un animal testigo. Flechas negras: foliculos en diferentes etapas del
desarrollo; Flechas amarillas: Cuerpo luteo. [A] se aprecia el corte completo de un ovario, [B] y [D]
observamos un cuerpo luteo y dos foliculos en crecimiento, [C], [E] y [F] se muestran foliculos en crecimiento.
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Figura 18. Microfotografias del ovario de un animal estresado crénicamente por frio. Flechas negras: foliculos
en diferentes etapas del desarrollo; Flechas verdes: prequistes; Flechas amarillas: Cuerpo liteo. [A] se aprecia el
corte completo de un ovario, [B] y [D] observamos prequistes, [B] y [C] se observan cuerpos luteos, [B], [C],
[E] v [F] se muestran foliculos en crecimiento.
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En la vista panoramica (40x) del corte histologico del ovario de un animal sometido a estrés
cronico por frio, miciado en el dia del diestro I, se observa la perdida de la estructura
caracteristica del ovario (Figura 19 A). En B y C se muestran prequistes y un foliculo atrésico

con antro en el que no se ha formado el cumulus oophorus, en D se presenta a mayor
aumento un foliculo prequistico.

Figura 19. Microfotografias del ovario de un animal estresado crénicamente por frio iniciado en Diestro 1.
Flechas verdes: prequistes; Flechas negras: foliculos. [A] se aprecia el corte completo de un ovario, [B] y [C] se
encuentran foliculos en crecimiento [B], [C] y [D] observamos prequistes.
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En el corte histologico del ovario de un animal sometido a estrés intermitente por frio, la
vista panoramica (40x) muestra que se pierde totalmente la estructura del ovario (Figura 20
A). En B, C y D se sefnalan estructuras quisticas caracterizadas por un menor nimero de
capas de la granulosa y la falta de ovocito.

Figura 20. Microfotografias del ovario de un animal estresado de forma intermitente. Flechas verdes: prequistes.
[A] se aprecia el corte completo de un ovario, [B], [C] y [D] observamos prequistes.
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Discusion experimento I: Efectos de la exposicion a estrés por frio de

manera cronica o intermitente.

En los animales, un estimulo estresante induce alteraciones fisioldgicas que tienen impacto
sobre las funciones de los diferentes aparatos y sistemas que conforman al individuo (Ehnert
y Moberg, 1991; Alvarez, 2008; Valdespimo y col, 2007; Nteeba y col, 2015).

En el presente estudio se observo que la induccion del estrés por frio, produce cambios en la
respuesta ovulatoria, en la morfologia del ovario y en las concentraciones séricas de las
hormonas esteroides, cambios que dependen de periodo de exposicion al estimulo

estresante y de la etapa del ciclo estral.

El estrés por frio desencadena la hiperactividad del sistema nervioso simpatico, lo que resulta
en el incremento de la concentracion de NA en el ovario (Paredes y col, 1998; Dorfman v
col, 2003; Araya vy col, 2004; Espmoza, 2014; Navarrete, 2014), en el ganglio celiaco
mesentérico superior (Paredes y col, 1998; Galvez y col, 1999; Araya v col, 2004) y a nivel
central (Finlay v col, 1997; Bernucci y col, 2008; Bernuci v col, 2013). Las evidencias
obtenidas en el modelo del animal estresado por frio llevan a sugerir que las alteraciones en
el crecimiento folicular y la respuesta ovulatoria van a estar en funcion de si se produce o no
el incremento en la concentraciéon de NA (Paredes y col, 1998; Bernucci y col, 2008; Zafari y

col, 2010).

Resultados de nuestro laboratorio muestran que en la rata prepuber la exposicion a frio no
siempre resulta en el incremento de la concentracion de NA ovarica. Asi, en la rata de 24
dias de edad la exposicion a estrés por frio durante 2 o 3 semanas la incrementa, mientras
que s la exposicion es por un periodo de 5 u 8 semanas no se modifica la concentracion de
la amina. Independientemente de la concentracion de NA registrada, no se modifico la
respuesta ovulatoria. Estos resultados apoyan la 1dea de que el animal prepuber desarrolla
mecanismos adaptativos, que le permitirian a los animales ovular al primer estro vaginal
(Espmoza, 2014; Navarrete, 20145 Velazquez, 2016).

No s6lo a nivel de ovario se normaliza la actividad de los nervios simpaticos después de un
periodo largo de exposicion al frio. En el LLC, ntucleo predominantemente noradrenérgico, la
mmunoreactividad a c-Fos [proteina utilizada para medir la actividad neural (Goméz, 2017)]
mcrementa cuando las ratas adultas son expuestas a una sesion de frio por tres horas. Sin
embargo, cuando son estresadas durante 4 u 8 semanas, durante tres horas diarias, la
actividad del /ocus tiende a ser similar a la de un animal sin estrés. Los autores sugieren que
los aumentos miciales y transitorios de la NA ovarica son regulados por las neuronas L.C y
que la exposicion cronica trae consigo una adaptacion del sistema noradrenérgico (Bernucci

y col., 2013).
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En el presente estudio, en la rata adulta los efectos que ejerce el estrés por frio sobre la
respuesta ovulatoria y la morfologia ovarica dependen del tiempo de exposicion. Cuando el
estrés es producido de manera cronica, sin considerar el dia del ciclo estral, no se modifica
el porcentaje de animales ovulantes ni la cuota ovulatoria, resultados que nos permiten
sugerir que el animal puede desarrollar procesos adaptativos que le ayudan a sobrellevar el
estimulo estresante, v de esta manera se produce la ruptura del foliculo de una manera
normal. Kl grupo de Paredes (1998) plantea que en las ratas adultas se requiere de un
periodo de tiempo para que el animal se adapte al frio, donde la disminucién en la actividad
de los nervios simpaticos podria ser la responsable del proceso adaptativo.

Por otra parte, los resultados del presente estudio apuntan a que la respuesta del animal al
frio depende del estado enddcrino en el cual se inicie el estimulo estresante, ya que cuando
los animales estan en DI y son sometidos de manera crénica al frio, se observa una alteracion
en la arquitectura del ovario y la disminucion en el nimero de ovocitos liberados. Dada la
alteracion en la morfologia del ovario no descartamos que en ciclos subsiguientes se pudiera
bloquear la respuesta ovulatoria. Es probable que esta respuesta se deba a que en el DI hay
un evento neural que induce la liberacion de gonadotropinas necesarias para la ovulacion
(Dominguez y col., 1982). Ademas, hay varias evidencias experimentales que muestran que
ante diferentes tratamientos farmacologicos realizados en ésta etapa del ciclo, traen consigo
una disminuciéon en el numero de animales ovulantes, asi como el nimero de ovocitos
liberados (Dominguez v col, 1982; Cruz vy col, 1989; Trujpllo, 2015). Asi, después de realizar
adrenalectomias en las diferentes etapas del ciclo estral se llega a la conclusion de que en el
DI la informacién proveniente de las adrenales es indispensable para que se dé la secrecion
de LH que conlleva a la ovulacion (Martinez, 2015).

Probablemente la disminucion en la respuesta ovulatoria en los animales estresados en el DI,
se deba a la activacion del eje HHA. El frio al activar el sistema simpatico inicialmente
resulta en el incremento de NA, la cual actiia sobre el hipotilamo induciendo el incremento
en la secrecion de CRH vy éste estimula a la hipofisis en la secrecion de ACTH. Esta tltima
actia sobre la adrenal estimulando la sintesis de glucocorticoides, los que tienen efectos
mhibitorios en las funciones ovaricas (Brann y Mahesh, 1991; Hank y col, 2001; Ma vy
Morilak, 2005).

También podemos suponer que la disminucion en el namero de ovocitos liberados sea
resultado de algin fenémeno que esté ocurriendo a nivel del propio ovario. Bernucci v
colaboradores en el 2008 mostraron que en la rata adulta, después de 8 semanas de estrés
por frio disminuye el nimero de ovocitos liberados. Estos resultados son interpretados por
los autores como respuesta a la disminuciéon en el nimero de foliculos preovulatorios sanos y
al aumento en el numero quistes foliculares. Esto podria ayudar a explicar por qué los
animales donde el estrés cronico se nicio en DI disminuye el nimero de ovocitos liberados,
ya que en su histologia se aprecian varios prequistes foliculares y un escaso desarrollo
folicular.
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Con la informacion bibliografica reunida y los datos que ofrece nuestro estudio se puede
plantear que, cuando los animales son sometidos a estrés por periodos largos con dias y
horarios fijos, se desarrollan mecanismos adaptativos internos que permiten sobrellevar el
estimulo estresante fisico del medio externo. Para analizar esta posibilidad, en este estudio
tratamos de evitar que el animal se adaptara al estimulo estresante y para ello, las sesiones de
exposicion al frio se realizaron cada tercer dia y los horarios fueron variables, a lo que
llamamos estrés intermitente. En estos animales se pierde completamente la arquitectura del
ovarlo, lo que puede ayudarnos a explicar la disminucién en la tasa de animales ovulantes. El
grupo Araya (2004) propone que el estrés por frio es capaz de inducir mayor actividad de los
nervios simpaticos, lo que se traduciria en la formacién de quistes foliculares. Dado que en
nuestros animales se pudo apreciar foliculos prequisticos, es posible que la concentracién de
NA siga alta, 1dea que necesita ser corroborada. Con estos resultados podemos sugerir que

este modelo de exposicion evita la adaptacion.

En los animales expuestos a estrés créonico por frio se observd una tendencia a la
disminucién en la masa ovdrica, esta disminucion sélo es significativa en los animales
estresados de forma intermitente. Es posible que esta disminucion esté relacionada con la
alteracion en la arquitectura del ovario. Se tiene reportado que en ratas prepuber, el peso de
la masa ovarica no se modifica después de 2, 3 u 8 semanas de estrés cronico por frio
(Navarrete, 20145 Velazquez, 2016), similar a lo que se reporta para las ratas adultas

estresadas por frio mas restriccion de movimiento (Paredes y col, 1998).

La disminucion en la masa ovérica de los animales estresados de forma intermitente, podria
estar dada por el mcremento de la actividad simpatica. Se ha mostrado que en ratas
cataténicas hay una interaccion entre el aumento en la concentracion de NA y un bajo peso
ovarico, atribuyéndolo a la disminucion de los procesos proliferativos dentro del ovario y la
foliculogénesis (Klochkov vy col, 2009). Como observamos en la histologia ovarica de los
animales estresados de forma intermitente, las estructuras predominantes son los prequistes
foliculares y un escaso desarrollo folicular. Pudiera ser que el estrés intermitente por frio
ocasione descargas de NA mas prominentes que el estrés cronico, lo que ocasionaria que los
procesos de foliculogénesis y proliferacion celular se hayan enlentecido.

En la bibliografia existe controversia sobre el efecto de estimular las fibras simpaticas por la
exposicion de estrés por frio sobre la secrecion de progesterona. En la rata prepaber o
adulta, el estrés créonico por frio durante 3, 4, 5 u 8 semanas no modifica la concentracién de
la hormona (Dorfman y col, 2003; Bernuci y col, 2008, Bernuci y col, 2013; Espmoza, 2014;
Navarrete, 2014). Otros muestran que en la rata adulta expuesta a estrés cronico por frio
durante 4 u 8 semanas, la concentraciéon de la hormona incrementa (Dorfman y col, 2003;
Bernuci y col, 2013), mientras que la rata prepuber después de 2 o 3 semanas de exposicion
al frio disminuye la concentracion de P4, disminucion que se hace mas notable si ademas del
frio los anmimales son sometidos a restriccion de movimiento (Veliazquez, 2016), esta
respuesta también se observa en la rata adulta, después de 3 u 11 semanas (Paredes v col,
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1998). Los resultados del presente estudio también mostraron que tanto el estrés crénico
como el intermitente tienden a disminuir la concentracion de progesterona, disminucién que
fue significativa cuando no se consideré el dia del ciclo estral.

Dado que se plantea que el frio es capaz de imncrementar la actividad nerviosa del ovario a
través de la expresion del NGF asi como de su receptor de baja afinidad y una alta tasa de
liberacion de NA, lo que resulta en la hiperactividad de las fibras simpaticas que llegan al
ovario (Araya y col, 2004), un posible mecanismo que explica los cambios en la actividad
esteroidogénica del ovario podria estar vinculado con la funcion del NOS. Al respecto se
sabe que la informacién neural que transcurre por el NOS participa en la regulacion de la
secrecion de P4, Ty E2 (Morales-Ledesma y col, 2010; Morales-Ledesma vy col, 2012).

Se ha propuesto que el NOS regula de manera ihibitoria la secrecion de P4, ya que al
realizar la seccion bilateral de este nervio aumenta la concentracion de la hormona
(Espmoza, 2014), mientras que la estimulacién eléctrica del nervio induce su disminucion.
Como resultado de una mayor actividad del NOS disminuye el fluyjo sanguineo y la
concentracion de pregnenolona, sustrato necesario para la sintesis de P4 (Weiss y col, 1982).
La exposicion a frio induce vasoconstriccion (Ahonen y col, 2001; Wollt v col, 2008), lo que
podria disminuir el fluyjo sanguineo que llega al ovario y de esta manera se podria explicar la

disminucién en la secrecion de P4, tal y como lo sugiere el grupo de Weiss (1982).

Se ha propuesto que la regulacion que ejerce el NOS en la secrecion de P4 es asimétrica,
donde al parecer es el NOS 1zquierdo el que estd mas comprometido. Idea que se apoya en
el hecho de que en un animal tratado con aceite de maiz la seccion del NOS 1zquierdo
resulta en la disminucion de la P4 (Morales-Ledesma v col, 2010). Esta interpretacion nos
abre la posibilidad de sugerir que en animales estresados por frio, se manda una senial neural
a través del NOS izquierdo hacia los ovarios, lo que resulta en la disminucion en la

concentracion de P4.

La disminucién en la secrecion de P4 también puede estar asociada con una mayor actividad
de los receptores o adrenérgicos. Se ha mostrado que la activaciéon de estos receptores
disminuye la secrecion de P4, contrario a lo que ocurre cuando se activan los receptores 3
adrenérgicos (Weiss v col, 1982). Esta respuesta también se presenta en el modelo del
SOPQ, inducido por la administracion de VE, donde se mantienen funcionales los

receptores o adrenérgicos del ovario y se bloquean los receptores  con propanolol (De
Leon, 2016).

Se ha mostrado que los genes que codifican para las enzimas cataliticas, reguladoras,
transductoras de senales o transportadoras pertenecientes a la familia CYP 450 tienen una
up-regulation, después de 24 horas continuas de exposicion al frio (Chen y col, 2012). Los
glucocorticoides y las catecolaminas que son los productos finales de la activacion del eje
HHA pueden regular la expresion de las CYP (Daskalopoulos v col, 2012; Kot y col, 2015)

por medio de la activacion de los receptores adrenérgicos oy B (Daskalopoulos v col, 2012).
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Por lo que no descartamos la posibilidad que en los animales estresados por frio incremente
la actividad del complejo CYP 450, lo que resulta en una mayor degradacién de la
progesterona que se refleja en una menor concentracion sérica de ella, tal y como lo ha
sugerido el grupo de Daskalopoulos (2012).

En la rata adulta el estrés créonico por frio no modifica la concentracion de androgenos
después de haber sido expuestas por un periodo de 3 o 4 semanas (Dorfman v col, 2003;
Bernuct y col, 2013). Esta misma respuesta se observa en la rata preptuber cuando el periodo
es por 2, 3 u 8 semanas (Espinoza, 2014; Navarrete, 2014; Velazquez, 2016). La respuesta al
frio depende tanto de la edad del animal como del periodo de exposicion, ya que, en la rata
adulta la exposicién al frio por 8 semanas o el frio mas la restricciéon de movimiento durante
3 u 11 semanas, incrementa la concentracion de andrégenos (Paredes y col, 1998; Bernuci v
col, 2008; Bernuci y col, 2013).

En animales donde hay incremento de la actividad del sistema simpdtico, por la
administracion de VE o por la exposicion al frio, la disminucion del tono simpitico por la
seccion bilateral del NOS resulta en la disminucion de la concentracién de T (Barria v col,
1993; Morales-Ledesma v col, 2010; Espinoza, 2014). Resultados que apoyan la idea de que
la informacién que lleva el NOS participa en la regulacion de la secrecion de T.

En la rata adulta la regulacion que ejerce el NOS en la secrecion de testosterona es asimétrica
y varia a lo largo del ciclo estral. Idea que se apoya en el hecho de que la seccion del NOS
1zquierdo en el DI, resulta en una mayor concentracion de T, mientras que si se realiza en
DII es menor, y no se encuentran cambios cuando la denervacion se realiza en los dias del
proestro o estro (Flores v col, 2011). En nuestros grupos de estudio la exposicion al frio,
miciada en el dia del DI, resulta en una mayor concentraciéon de T, resultado que podria
idicar que el frio produjo mayor actividad de las fibras simpatica que llegan al ovario por el
NOS, donde al parecer esta actividad es mas marcada en el dia del DI, lo que explicaria que
cuando tenemos a los animales sin considerar la etapa del ciclo en la cual se inicia la sesion

de estrés, no se modifique la concentracion de la hormona.

La NA al unirse a los receptores B adrenérgicos que se encuentran en la capa de las células
de la teca estimula la biosintesis de andrégenos (Dyer v Erickson, 1985; Bernuci y col, 2013).
El grupo de Bernuci (2008) propone que el aumento en T ante el estrés por frio es producto
de un efecto local en el ovario, que esti modulado por los nervios noradrenérgicos que
llegan a la capa de la teca. Proponemos que en los animales estresados de forma intermitente
no hay una adaptacion ante el frio, lo que facilita que se mantenga la hiperactividad del
sistema simpatico, que se traduce por concentraciones elevadas de NA, la que pudiera estar
estimulando los receptores B adrenérgicos de la teca del foliculo prequistico (estructura que

encontramos en estos animales), induciendo el aumento de la concentracion de T.

En la rata adulta la concentracion de E2 no se modifica después de la exposicion al estrés por
frio durante 3, 4 u 11 semanas (Dorfman vy col, 2003; Bernuci y col, 2013), mientras que si
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el estrés es por 8 semanas incrementa la concentracién de la hormona (Bernuci v col, 2008;
Bernuci y col, 2013), esta respuesta también se observa cuando se combina el estrés por frio
con la restriccion de movimiento durante tres semanas (Paredes y col., 1998), o bien con la
administracién de una dosis de VE (Zafari y col, 2010).

En la rata prepuber después de 2, 3 o 5 semanas de estrés por frio no se modifica la
concentracion de E2 (Espinoza, 2014; Velazquez, 2016), mientras que si la exposicion es por
8 semanas se observa disminuciéon en la concentracion de la hormona (Navarrete, 2014). Se
ha sugerido que la disminucién en el estradiol puede darse en respuesta al menor nimero
de foliculos secundarios y antrales presentes en el ovario, asi como a la menor actividad de
las aromatasas encargadas de transformar los andrégenos a estrogenos (Navarrete, 2014,).

En el presente trabajo la histologia de los ovarios de los animales expuestos al estrés cronico
por frio, sin considerar la etapa del ciclo estral, no mostré6 cambios respecto a lo observado
en animales no estresados, sin embargo disminuyo la concentracion de E2. Esta respuesta
puede ser atribuida a la disminuciéon en la actividad de las aromatasas, enzimas encargadas de
la biotransformacion de andrégenos a estrogenos, vy esto explicaria porque la concentracion
de testosterona no se modifica.

Otra explicacion es que el frio al inducir mayor actividad de las fibras simpaticas, facilite que
el ovario reciba, mediante el NOS, un mayor aporte de 6xido nitrico (Casais y col, 2007), el
cual disminuye la actividad de las aromatasas (Voorhis v col, 1994; Snyder y col, 1996).

La disminuciéon en la actividad de las aromatasas parece no producirse cuando el estrés
crénico por frio se inicia en el dia del DI o cuando la exposicion al frio se realiza de manera
mtermitente. La histologia ovarica de estos grupos experimentales reveld la formacion de
prequistes foliculares, los cuales son responsables del aumento en la concentracion de T,
sustrato para la biosintesis de 2. Diversos autores han propuesto que los prequistes y quistes
ocasionados por el frio, facilitan la transformacion de los androgenos a estrogenos (Paredes v
col, 1998; Bernuci y col, 2008; Zafari y col, 2010; Bernuci y col, 2013).

La NA al unirse a los receptores B adrenérgicos promueve la sintesis de las hormonas
esteroides, el incremento en la secreciéon de NA en el ovario durante las semanas de estrés
por frio estimula los receptores B adrenérgicos lo que se traduce en la mayor secrecion de
hormonas esteroideas (Fernandois, 2014). En nuestros animales estresados por frio, tanto
los miciado en DI como los de exposicion itermitente, la activacion de los nervios
simpaticos provoca liberacion de NA la cual estimula los receptores B adrenérgicos

provocando la activacion de las aromatasas encargadas de sintetizar E2.

El incremento de E2 también puede ser explicado por un aumento en la liberacion de VIP
ante la hiperactividad del sistema simpatico, ya que el VIP es capaz estimular la secrecion de
estrogenos, principalmente de E2 (Davoren y Hsueh, 1985; Ahamed vy col, 1986), al

aumentar la actividad de las aromatasas (George v Ojeda, 1987). La observacién de que en
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los amimales expuestos al frio sin tomar en cuenta el dia del ciclo estral no haya
incrementado el E2, podria ser el reflejo de que en este grupo hay animales en todos los dias

del ciclo estral, y se ha reportado que el papel del VIP varia con el del dia del ciclo estral
(Rosas y col, 2015).
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Modelo del experimento I

A vpartir de los resultados del experimento I, se plantearon los siguientes modelos
experimentales:

En la rata adulta, el estrés crénico por frio, donde no se contemplé el dia del ciclo estral para
miciarlo (Figura 21), el frio indujo vasoconstriccion lo que induce la disminucion en el aporte
del sustrato necesario para la biosintesis de P4 (pregnenolona) [1]. La hiperactividad de las
fibras simpaticas, las cuales estin integradas en el NPO y principalmente en el NOS,
provoca la liberacion de altas concentraciones de NA, neurotransmisor que al unirse a los
receptores 0 adrenérgicos [2] activa las enzimas encargadas de la degradacion de la P4, las
cuales pertenecen al complejo enzimatico CYP 450 [3]. Puesto que no hay un aporte de
pregnenolona suficiente para la biosintesis de P4 y las enzimas encargadas de su degradacion
estan activas, la concentracion de P4 se ve disminuida en este grupo. La hiperactivacion del
NOS provoca la liberacion de 6xido nitrico, el cual induce la disminucion en la actividad de
las aromatasas, enzimas encargadas de sintetizar E2 a partir de T [4], lo que result6 en la
disminucion de E2.

En la rata adulta, el estrés créonico por frio iniciado en DI o el estrés de manera intermitente
(Figura 22) provoco la formacion de prequistes foliculares, estructuras que secretan altas
concentraciones de T [1]. El estrés por frio provoca hiperactividad en las fibras simpaticas,
ocasionando la liberacion de altas concentraciones de NA y VIP [2, 5]. La NA se une a los
receptores B adrenérgicos [3] y activa la biosintesis para T y E2 [4]. EI VIP provoca el
icremento en la actividad de las aromatasas [5]. Entonces el incremento de T se debe a la
presencia de los prequistes foliculares y a la unién de NA con los receptor B adrenérgicos. Y
el incremento de E2 es por accion de las aromatasas en respuesta al VIP y por la activacion

de los receptores B-adrenégicos presentes en los prequistes foliculares ovaricos.
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Figura 21. Modelo del animal estresado crénicamente por frio donde no se toma en cuenta el dia del ciclo estral para

iniciarlo.
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Figura 22. Modelo del animal estresado crénicamente por frio iniciado en DI o estresado de manera intermitente por frio.
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Resultados Experimento II: Efectos de la exposicién a la luz constante

Peso de Organos

La exposiciéon a luz constante disminuyé el peso de la masa adrenal cuando es comparada
con el grupo testigo. El peso del itero no se modifico en los animales expuestos a la luz
constante (Tabla 2).

Tabla 2. Media + e.e.m. de la masa adrenal y peso del utero del grupo Testigo y animales estresados por Luz
Constante.

Grupo Masa adrenal Utero
mg/100 g p.c mg/100 g p.c
Testigo 19.4 + 1.43 152.3 £ 15.02
Luz Constante 15.9 £0.89 & 152.0 + 6.4

& p <0.05 vs Testigo (Prueba T de Student)

La masa ovirica fue menor en los anmimmales expuestos a la luz constante cuando es
comparado con su grupo testigo (Figura 23).
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Figura 23. Media + e.e.m del peso de la masa ovarica del grupo Testigo (n=10) y animales expuestos a Luz
Constante (n=15).
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Porcentaje de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados

En las ratas que fueron expuestas a luz contante se observo una tendencia a la disminucion
del porcentaje de amimales ovulantes, aunque no fue estadisticamente significativo cuando es
comparada con el grupo testigo (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de animales ovulantes del grupo Testigo (n=10) o animales expuestos a Luz Constante (n=15).

El niimero de ovocitos liberados de aquellos animales que llegaron a ovular después de la
exposicion a la luz constante, no se modificé cuando es comparado con el grupo testigo

(Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de animales ovulantes del grupo Testigo (n=10) y animales expuestos a Luz Constante (n=15).
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En la Figura 26, se muestra la concentracion sérica de Ps, T y Ee de animales expuestos a la

luz constante.

Respecto a los animales testigo, el grupo estresado por la exposicion a luz constante
mcrementé las concentraciones séricas de las tres hormonas, sin embargo el aumento en la
concentracion de E2 no fue estadisticamente significante.
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Figura 26. Media + e.e.m de la concentracion sérica de Progesterona, Testosterona y Estradiol del grupo Testigo (n=10) o
de animales expuestos a Luz Constante (n=15).
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Morfologia ovarica

En las siguientes imdagenes se muestran los cortes de ovario mas representativos de cada

grupo experimental.

En el corte histologico del ovario de un animal testigo, la vista panoramica (40x) permitié
observar la presencia de foliculos en diferentes etapas de desarrollo, asi como la presencia de
cuerpos luteos frescos, indicativo de que el animal acababa de ovular (Figura 27A). En las
figuras 27 B a 27 F se muestra las estructuras a un mayor aumento

En B se muestra la presencia de un cuerpo lhiteo; en C se observan dos foliculos primarios;
en D se muestra un cuerpo luteo junto con un foliculo secundario; en E se distingue un

foliculo secundario y en el F se observa un foliculo terciario.

En el corte histologico del ovario de un animal expuesto a luz constante, la vista panoramica
(40x) muestra foliculos primarios y prequistes (Figura 28 A). En B se seniala la presencia de
un foliculo prequistico y un quiste; en C se aprecia un prequiste que aun contiene ovocito
pero su cumulus oophorus se encuentra desprendido, también se observan foliculos
primarios; en D se aprecian tres quistes y foliculos primarios; en E es el acercamiento de un
prequiste en el cual se observa el engrosamiento de la capa de la granulosa asi como pliegues
en la capa de la granulosa y de la teca; y en F se muestran un foliculo primario y un quiste
con la capa de la teca engrosada.




Figura 27. Microfotografias del ovario de un animal testigo. Flechas negras: foliculos en crecimiento; Flechas

amarillas: Cuerpos luteos. [A] se aprecia el corte completo de un ovario, [B] y [D] observamos un cuerpo liteo

y dos foliculos en crecimiento, [C], [E] y [F] se muestran foliculos en crecimiento.
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Figura 28. Microfotografias del ovario de un animal estresado por luz constante. Flechas negras: foliculos primarios;

Flechas amarillas: prequistes foliculares; Flechas azules: capa de la Teca; Flechas verdes: quistes foliculares. [A] se aprecia
el corte completo de un ovario, [B], [D] y [F] observamos quistes, [B], [C] y [E] se muestran prequistes, [C], [D]
y [F] se muestran foliculos en desarrollo.
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Discusién experimento II: Efectos de la exposicion a la luz constante.

Los mamiferos coordinan gran parte de su actividad conductual y fisiolégica de acuerdo a
ritmos fisiologicos. Estos ritmos estan asociados a variaciones ambientales, como cambios en
la temperatura o el ciclo de luz-oscuridad y cuando se ven modificados generan cambios
tanto conductuales como fisiologicos (Palma, 2011).

En el presente estudio se mostré que en ratas adultas, la luz constante por cuatro semanas
disminuy6 la tasa ovulatoria, lo que se acompainoé por la formacion de quistes foliculares y
mayor actividad esteroidogénica.

El estrés activa el eje HHA (Singh, 1969; Coleman vy col, 2016), que resulta en una mayor
secrecion ACTH por parte de la hipoéfisis. La exposicion a luz constante puede ser traducida
como una sobre-estimulacién por parte de la glindula adrenal, lo que podria explicarnos el
aumento en la concentracion de P4. Al respecto, existe controversia de si la exposicion a luz
constante es capaz de inducir cambios en la concentracion de la hormona, que ademas
depende de la especie en estudio (Bacon y col, 2002; Gao vy col, 2016). En situaciones de
estrés se incrementa la actividad de la glindula adrenal (Plas-Roser v Aron, 1981; Herrera y
col, 2016), de manera que la ACTH, producida por la hipéfisis, estimula a la glandula
adrenal y estd en respuesta secreta P4 (Turcu y Auchus, 2015).

Los resultados del presente estudio, permiten proponer que en condiciones de luz constante
tanto el CRF como la ACTH son secretados en concentraciones elevadas, lo que resulta en
la estimulacién de la glindula adrenal y de esta forma se esté secretando concentraciones
elevadas de P4.

La funcion de la glandula adrenal es regulada por el nacleo supraquiasmatico (NSQ), el reloj
maestro, que se encarga del establecimiento de los ritmos circadianos a través de la
mformacion luminica que le llega del exterior (Shin-Ichi, 1994; Coleman y col, 2016;
Liyanarachchi v col, 2017). La exposicion a la luz constante puede desregular la funcion de
este nicleo (Lawton y Schwartz, 1967; Coleman y col, 2016; Voiculescu, 2016).

El NSQ tiene conexiones con el NPV del hipotilamo, donde se sintetiza el CRF (Coleman v
col, 2016; Gutiérrez, 2017). Ante la falta de informaciéon del periodo de oscuridad se
desregula el NSQ, lo cual pudiera provocar una liberacion destestigoada de CRF vy el
resultado final seria la sobre-estimulacion de la adrenal, provocando la atrofia de esta
glandula, que se refleja en un menor peso.

La histologia ovérica de los animales expuestos a luz constante revelo la formacion de
prequistes y quistes foliculares, los cuales presentan la capa de las células de la teca
engrosada. Las células de la teca son capaces de secretar testosterona (Conley y col, 1994;
Wrathall v Knigth, 1995; Imamichi v col, 2017) y en condiciones de hipertrofia, aumenta la
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sintesis de los andrégenos, causando hiperandrogenismo (Rosenfield v Ehrmann, 2015;
Cadagan v col, 2016). En nuestros animales expuestos a la luz constante, la concentracion de
T se vio incrementada, debido a la capacidad que tienen los prequistes y quistes foliculares
para secretar andrégenos.

La luz es captada por la retina del ojo y viaja por el tracto retino-hipotalamico hasta llegar a la
glandula pineal, la cual sintetiza melatonina y serotonina (Foster vy col., 2007; Salazar-Juarez y
col., 2002), ambos neurotransmisores participan en el testigo de las funciones ovaricas
(Singh, 1969; Sanjay v Bhaskar, 1997). La melatonina se encuentra en altas concentraciones
en el liquido de los foliculos preovulatorios y sus receptores se encuentran en la capa de las
células de la granulosa, lo que indica que la melatonina tiene efectos directos en las

funciones ovaricas (Zhang v Liang, 2014).

La melatonina tiene un efecto estimulante en el desarrollo folicular, la disminucion en su
secrecion por la exposicion a la luz constante, trae consigo un menor nimero de foliculos en
desarrollo, y el aumento en esta hormona, por su administraciéon o la exposicion a la
oscuridad continua, induce el crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos (Sanjay v
Bhaskar, 1997). En el grupo de animales estresados por luz constante, la histologia ovarica
reveld la presencia de prequistes y quistes foliculares y un bajo ntimero de foliculos en
desarrollo. Es posible que en estos anmimales la secrecion de melatonina disminuyera y como
resultado se detuviera la maduracion y el crecimiento folicular, lo que en parte podria ayudar

a explicar la disminucién de la masa ovarica.

La disminucién en la secrecion de melatonina también puede explicar el bloqueé de la
ovulacion que se da en el 409% de los animales, ya que se detuvo el desarrollo folicular y por
lo tanto no hubo foliculos maduros listos para su ruptura y liberacion del ovocito.

La exposicion de ratas adultas a la luz constante por periodos de 10, 15 6 20 dias, se observa
ovulacion en algunas de ellas y otras no. Los autores proponen que el bloqueo de la
ovulacion responde a una falla en la sincronizacion entre el feedback de los estrogenos y la
liberacion de LLH, ya que la exposicion a luz constante imduce el desfase en los ciclos
circadianos que regulan la ovulacion. En los animales que ovulan después de la exposicion
de luz, apunta a que estos animales fueron capaces de volver a sincronizar sus ciclos,

permitiendo la ovulacion (Lawton y Schwartz 1967).

En ratas adultas expuestas a luz constante por 32 o 62 dias, disminuye la secrecion de LH a
partir de los 10 dias de exposicion y se tiene el mayor decremento a los 32 dias; que se
acompaiia con una histologia ovarica carente de cuerpos luteos frescos, lo que confirma que
el animal no ha ovulado (Badshaw y col., 1965). No descartamos que la falta de ovulacion se

deba a la disminucion en la concentracion de GnRH y de LH.

o
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Modelo del experimento 11

En la rata adulta la exposicion a la luz constante (Figura 29) resulta en la desregulacion del
NSQ [1] lo que induce en el nmicleo paraventricular (NPV) una liberacion mayor de CRF [2];
esto ocasiona que en la hipofisis se produzca el incremento en la secrecion de ACTH [3], la
cual va a estimular de manera constante la glindula adrenal, dando como resultado el
incremento en la secrecion de P4 [4].

La luz constante inhibe en la glaindula pineal la secreciéon de melatonina [5], lo que provoca
que el desarrollo folicular se vea enlentecido [6]. En respuesta a la luz constante en el ovario
se desarrollaron los quistes foliculares, responsables del aumento en la concentracion de T

[7].
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Figura 29. Modelo del animal estresado por la exposicion a la luz constante por cuatro semanas.
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Conclusiones:

@ El animal adulto sometido a estrés crénico por frio, sin considerar el dia del
ciclo estral, present6 adaptacién al estrés por frio que impidi6 el desarrollo del SOP.

%’ El estrés crénico por frio, iniciado en el dia del diestro 1 o de manera
intermitente, favorecio el desarrollo del SOP, ya que se presenté hiperandrogenismo,
disminucién en la ovulacion y formacién de prequistes ovaricos.

@ La exposicién a la luz contante por cuatro semanas, permitié el desarrollo del
SOP, definido por la presencia de hiperandrogenismo y quistes ovaricos.
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