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RESUMEN

El ovario es un 6rgano en constante cambio, sus funciones son reguladas por sefiales hormonales
y neurales que acttan en conjunto y modulan el desarrollo folicular, la secrecion de las hormonas
y la ovulacién (Adashi, 1994; Ojeda y Urbanski, 1994; Levine, 2015). Las modificaciones en estas
sefiales pueden estimular el desarrollo de patologias como el sindrome de ovario poliquistico
(SOPQ), el cual es una de las principales causas de infertilidad anovulatoria en las mujeres en edad
reproductiva (Gorry y col., 2006; Bremer, 2010). Las caracteristicas que permiten su diagnostico

son el hiperandrogenismo, la anovulacion y los quistes ovaricos (Azziz y col., 2006).

El origen de la patologia no se ha determinado, pero ha sido atribuido a alteraciones en el patron
de secrecion hormonal del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, asi como al aumento de la actividad de
las fibras simpaticas que llegan al ovario a trevés del nervio ovarico superior (NOS) (Lara y col.,
2000; Teede y col., 2010). Algunos de los modelos usados en el estudio de su etiologia, incluyen
el uso de los androgenos, los estrogenos, las antiprogestinas, los inhibidores de la actividad
aromatasa, asi como, la manipulacion genética y la exposicién a factores estresantes (\Walters y
col., 2012; Abbott y col., 2013; Padmanabhan y Veiga-Lopez, 2013).

La administracion constante de Letrozol, un inhibidor selectivo de la actividad de las aromatasas
induce el hiperandrogenismo, la anovulacion, las alteraciones en la concentracion de las hormonas
esteroides y proteicas, asi como, las caracteristicas morfologicas del ovario presentes en la mujer
con la patologia (Manneras y col., 2007; Maliqueo y col., 2013).

Los reportes muestran que las caracteristicas que se desarrollan en respuesta a la administracion
de Letrozol pueden depender, entre otros factores, de la dosis y del tiempo de exposicion. Para
analizar esta posibilidad, en el presente estudio se utilizaron ratas hembra de la cepa CII-ZV a las
cuales se les inyectd 0.5 mg/Kg/dia de Letrozol disuelto en 0.1 mL de solucidon salina por via
intraperitoneal. El tratamiento se realiz6 desde los 10 dias de edad, cinco veces a la semana hasta
la canalizacion vaginal (modelo 1) o cada 48 h (vida media del farmaco) hasta los 60 dias de edad
(modelo I1).

En el modelo donde logramos inducir las caracteristicas del sindrome (modelo 1), se analizé si
el Letrozol es capaz de inducir la patologia en respuesta al aumento de la actividad de las fibras

simpaticas, para ello se realizo la seccion bilateral del NOS a los 50 dias de edad y la eutanasia se
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realiz6 alrededor de los 60 dias de vida, al presentar un estro vaginal. Para comprobar la

disminucion del tono simpatico se determino la expresion de la TH en el ovario.

En todos los grupos se analizo la edad de apertura vaginal, el patron de ciclo estral, la masa
relativa de los dérganos, la respuesta ovulatoria, la concentracion de las hormonas esteroides, la

dindmica del crecimiento folicular y la morfologia ovérica.

En las ratas del modelo I, la apertura vaginal se retrasé y el primer estro se present6
aproximadamente seis dias después de la ultima administracion del farmaco. La masa ovarica, la
capacidad ovulatoria, la concentracion de la progesterona y del estradiol no se modifico. Por otra
parte, la masa del utero y adrenal disminuy0; sin embargo, la masa corporal y la concentracion de
la testosterona aumentd. La morfologia ovarica exhibié la presencia de prequistes, quistes
foliculares y cuerpos luteos, ademas, la dinamica del crecimiento folicular mostré una disminucién

en el nimero de los foliculos totales y sanos con un diametro menor a 349 pum.

En el modelo 11, la edad de apertura vaginal se adelant, no obstante, el primer estro se retraso.
La masa corporal y ovarica, asi como, la concentracion de la testosterona aumenté. Por otro lado,
la capacidad ovulatoria, la masa adrenal y uterina disminuyeron, al igual que la concentracion de
la progesterona y el estradiol. En el ovario, disminuy6 el nimero de los foliculos totales, resultado
de la disminucion de los foliculos sanos con un diametro menor a 449 pm, en cuanto a la morfologia
ovarica, esta revelo la presencia de prequistes, quistes y quistes hemorragicos, asi como, ausencia

de cuerpos lGteos.

En el 50% de las hembras sometidas a la SBNO, se restablecio la capacidad ovulatoria con una
cuota ovulatoria baja, mientras que, en las sometidas a la operacion simulada, aproximadamente el
85% restablecié la ovulacion. La masa corporal y ovérica, asi como, la concentraciéon de la
progesterona aumento. En contraste, la masa adrenal y uterina, al igual que la concentracion de la
testosterona y el estradiol disminuyeron. La histologia ovarica mostro la presencia de prequistes,
quistes foliculares, quistes hemorragicos y cuerpos luteos; morfologia semejante se aprecio en los
animales sometidos a la operacion simulada. EI nimero de los foliculos totales sanos no se
modifico y el nimero de los foliculos atrésicos aumentd. La expresion de la TH ovarica, disminuyd

por la denervacion bilateral del NOS.

vi
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Los resultados del presente estudio muestran que el desarrollo del sindrome es el resultado de

la exposicion temprana a una concentracion alta de andrégenos; sin embargo, 1o que permite su
mantenimiento es el estimulo constante a estos. En el modelo 11 la inervacion simpéatica modula de

manera inhibitoria los mecanismos que permiten la ovulacion.

Vil



INTRODUCCION

El SOPQ es una patologia con una variedad de caracteristicas reproductivas y metabdlicas que
afecta del 4% al 18% de las mujeres en edad reproductiva, segun los criterios de diagnostico
utilizados (Morany col., 2011; Sirmansy Pate, 2014). Es considerado como un trastorno poligénico
y endocrino complejo, heterogéneo y multifactorial. Se caracteriza, por manifestaciones clinicas y
biogquimicas de hiperandrogenismo, trastornos menstruales (oligo/anovulacién) y ovarios
poliquisticos que eventualmente culminan con la infertilidad (Witchel, 2006; Allahbadia y
Merchant, 2011; Azziz, 2018).

La problematica del sindrome no sélo radica en la complejidad de su abordaje en la clinica, su
origen o en la falta de un consenso que incluya en su totalidad a todas las pacientes con esta
patologia (Flores, 2012). También se deben considerar las comorbilidades y los riesgos de salud a
largo plazo que incluyen alteraciones metabdlicas (resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, diabetes mellitus tipo 2, perfiles de riesgo cardiovascular adversos) y psicoldgicas
(ansiedad, insatisfaccion corporal, desordenes alimenticios, depresion y una mala calidad de vida)

que las mujeres con la patologia experimentan (Teede y col., 2010; Dennett y Simon, 2015).

El origen de la patologia se desconoce y es probable que mas de un factor desencadene todas
las anormalidades observadas y relacionadas con el SOPQ (Maliqueo y col., 2013). El
hiperandrogenismo se considera el factor clave en el desarrollo y mantenimiento del sindrome
(Homburg, 2009). Se ha planteado que la exposicion a una concentracion alta de los androgenos
en etapas tempranas de la vida puede conducir al desarrollo del sindrome en la edad adulta (Abbott
y col., 2008), mientras que, otras evidencias sugieren que el aumento en la actividad de las fibras
simpaticas que llegan al ovario por medio del nervio ovérico superior (NOS) estan implicadas en
el desarrollo de la patologia (Lara y col., 2000).

En el presente estudio se utilizé un modelo de androgenizacion temprana, mediante la inhibicion
de la actividad de las aromatasas, por la inyeccion de Letrozol, sobre la actividad ovéarica en dos
momentos de la vida del animal, al inicio de la pubertad y en la etapa adulta al presentar un estro
vaginal. Ademas, se analiz6 si el sindrome se desarrolla en respuesta a la hiperactividad de las

fibras simpaticas que llegan al ovario.
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Etapas del desarrollo postnatal en la rata

Los mecanismos involucrados en la maduracion sexual pueden diferir entre las especies, sin
embargo, la rata presenta cierta similitud con la mujer en el control de la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), en la secrecién de las gonadotropinas, en los mecanismos
de retroalimentacion positiva o negativa ejercidos por los esteroides y en el desarrollo folicular
(Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En la rata, el desarrollo de los mecanismos neuroendocrinos relacionados con la reproduccion
se produce en un lapso de cinco semanas (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Ojeda y
colaboradores (1980) clasifican estas etapas con base en los pardmetros morfoldgicos y fisiologicos

relacionados con el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovarios.
Etapa neonatal

En la rata, esta etapa abarca desde el nacimiento hasta el séptimo dia de edad, se caracteriza por
el inicio del crecimiento folicular independiente de las gonadotropinas que son imperceptibles por
el ovario hasta el quinto dia de edad, dia en que la hormona foliculo estimulante (FSH) comienza
a estimular la produccion del estradiol a partir de la testosterona. La alta concentracion de la a-feto
proteina suprime la secrecion del estradiol (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Al final de
esta etapa ya hay actividad esteroidogénica del ovario en respuesta a las gonadotropinas (Peter,
1970; Doéhler y Wuttke, 1974; Lamprecht y col., 1976; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Etapa infantil

Esta etapa comienza desde el octavo dia y culmina el dia 21 de edad, se caracteriza por la
presencia de picos ocasionales de la hormona luteinizante (LH). Alrededor del dia 12 de edad
ocurre un aumento en la concentracion de la FSH necesario para el reclutamiento y crecimiento de
los foliculos (Kragt y Dahlgren, 1972; Ojeda y Ramirez, 1972) y que a partir del dia 15 de edad
comienza a disminuir, ya no se presentan picos de la LH (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon vy
col., 1976; Wuttke y col., 1980; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). La disminucion en la
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concentracion de la a-feto proteina permite el aumento en la concentracion del estradiol (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En nuestra cepa de ratas (Cl1-ZV), entre los 10 y 16 dias de edad se observan muchos foliculos
pequefios, los cuales para el dia 18 disminuyen como resultado de la atresia folicular. En cuanto a
la concentracion de la LH se observa un pico de secrecién entre los dias 14-16 de edad, mientras
que, la concentracién de la noradrenalina (NA) en el hipotalamo anterior aumenta al final de esta

etapa, al igual que la concentracion de la progesterona y el estradiol (Castro y col., 2001).
Etapa Juvenil

Este periodo comienza a partir del dia 21 y finaliza alrededor del dia 30 de edad, al inicio de
esta etapa se observa un decremento de la concentracion de la FSH y de la LH. Esta ultima
gonadotropina empieza a aumentar al final de esta etapa y sigue un patrén de secrecion pulsatil y
circddico (Meijs-Roelofs y col., 1983; Urbanski y Ojeda, 1985; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990).

A nivel ovarico, se observa un aumento en la cantidad de receptores a la LH que, aunado con su
patrén de secrecidn, genera una mayor actividad esteroidogénica. Por otra parte, ocurre un aumento
gradual de la prolactina y de la hormona del crecimiento (GH) por accion de la GnRH (Smith-
White y Ojeda, 1981; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En nuestra cepa de animales, se observa que el nimero de los foliculos pequefios vuelve a
aumentar en los dias cercanos al inicio de la etapa juvenil (21 y 24 dias), al dia 26 de edad la
poblacion de los foliculos preovulatorios comienza a surgir. La concentracion de la LH y de la
progesterona es baja, sin embargo, la del estradiol comienza a incrementar conforme el animal se
desarrolla, un comportamiento similar se observa en la concentracion de la NA en el hipotalamo

anterior y medio que presenta un pico de secrecion entre los dias 26 y 30 (Castro y col., 2001).
Etapa peripuberal

En mamiferos, la pubertad es delimitada por los caracteres sexuales secundarios, influida por
multiples factores ente los cuales se incluye la edad, la masa corporal y la nutricion (Moran y col.,
1989).
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En ratas hembra, esta etapa inicia cerca del dia 30 de edad y finaliza cuando ocurre la apertura
vaginal (entre el dia 36 y 39 de edad). Se observa la presencia de los ovocitos en el oviducto (Arata-
Bellabarba y col., 1981) sefial de que el animal comienza su periodo de fertilidad debido a la
activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-ovarios (Kakarla y Bradshaw, 2003; Chulani y Gordon,
2014).

La canalizacion vaginal (Gnico signo externo del inicio de la pubertad en la rata) es estimulada
por los estrogenos y generalmente ocurre un dia después del primer pico preovulatorio de las
gonadotropinas. En el frotis vaginal se muestran células queratinizadas correspondientes al primer
estro y es seguido por la presencia de leucocitos durante uno o dos dias, sefial del primer diestro
(Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

En el ovario se observa un aumento en la cantidad de receptores a la LH y la FSH que conlleva
a una mayor actividad esteroidogénica (Ojeda y Urbanski, 1988). El patron de secrecion de la LH
y la prolactina presenta un pico a ciertas horas de la tarde y es independiente del control esteroideo
(Kimura y Kawakami, 1981; Urbanski y Ojeda, 1987). El pulso de la LH estimula un aumento en
la produccion del estradiol en los ovarios, lo cual ejerce una retroalimentacion estimulante en la
secreciéon de las gonadotropinas (Urbanski y Ojeda, 1986). Cuando la concentracion de los
esteroides aumenta, sensibiliza al hipotalamo el cual estimula la secrecién preovulatoria de las
gonadotropinas, que desencadena la primera ovulacion (Urbanski y Ojeda, 1986; Becu-Villalobos
y Lacau-Mengido, 1990).
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Ciclo estral

El ciclo estral es un proceso repetitivo y dinamico resultado de las interacciones entre los
componentes del eje hipotalamo-hipofisis-ovarios (Barbacka-Surowiak y col., 2003; Cora vy col.,
2015). Implica esencialmente la presencia recurrente de diferentes tipos celulares correlacionados
con el estado de la mucosa vaginal, el Utero y el ovario ligado a la secrecion de las hormonas
esteroides y a las gonadotropinas (Goldman vy col., 2007).

En la rata, el ciclo estral tiene una duracion de cuatro a cinco dias, en este proceso un conjunto
de foliculos y ovocitos crecen, maduran y se diferencian para alcanzar la capacidad de ovular o
degenerar por atresia (Barbacka-Surowiak y col., 2003). Las etapas del ciclo estral se identifican
por la ausencia, la presencia o la proporcion de los tres tipos celulares epiteliales basicos
(leucocitos, células nucleadas y queratinizadas), asi como por la densidad celular y la disposicién
de las células (Cora y col., 2015) y con base en ello, se pueden identificar cuatro etapas (Figura 1):

metaestro (diestro 1), diestro (diestro 1), proestro y estro (Long y Evans, 1922; Freeman, 1988;
Coray col., 2015).

Leucocitos
Células nucleadas

Células queratinizadas

onso03d

Figura 1. Representacion grafica de los tipos de células y su proporcion relativa durante las cuatro etapas del ciclo
estral en la rata. EI nombre de cada etapa del ciclo estral se muestra en el exterior del circulo que avanza en el sentido
de las manecillas del reloj. Los 4 cuadrantes son de tamafios diferentes para representar una estimacion aproximada
del tiempo que dura en cada etapa. Modificado de Byers y col., 2012.

La figura 2, muestra la citologia vaginal de la rata. Cada una de las etapas se ha caracterizado

desde el aspecto histologico hasta los cambios neuroenddcrinos que presentan.

e Metaestro (Diestro I): es una etapa que dura de 6 a 8 horas (Byers y col., 2012). Se

caracteriza por la presencia de células epiteliales queratinizadas anucleadas y leucocitos
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(Mendiola y col., 1993; Cora y col., 2015). El cuerpo liteo, se encarga del aumento en la
concentracion de la progesterona (Mendiola y col., 1993), ésta ejerce una retroalimentacion
inhibitoria sobre el patrén de secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (Barbacka-
Surowiak y col., 2003; Freeman, 2006). La FSH induce la seleccion de los foliculos antrales
pequefios que iniciaran su desarrollo y el aumento paulatino del estradiol (Barbacka-
Surowiak y col., 2003).

Diestro 11: tiene una duracion de 48 a 72 horas (Freeman, 2006). En esta etapa las células
predominantes son los leucocitos, las células nucleadas pequefias y alargadas y en menor
proporcién, las células epiteliales queratinizadas anucleadas (Cora y col., 2015). La
concentracion de la FSH y la LH se mantiene basal, en esta etapa los foliculos que
comienzan su desarrollo secretan el 17-p estradiol. La concentracion de la progesterona
comienza a disminuir por la degeneracion del cuerpo lGteo y, en consecuencia, el Utero se
hace pequefio, poco contractil y la mucosa vaginal es muy delgada (Mendiola y col., 1993;
Barbacka-Surowiak y col., 2003; Levine, 2015).

Proestro: dura entre 12 y 14 horas (Freeman, 2006). Se puede observar el predominio de
células epiteliales pequefias redondas y nucleadas (Goldman vy col., 2007). Ocurre un
aumento en la secrecion del estradiol que, a nivel hipotalamico, estimula una mayor
secrecion de la GnRH lo que resulta en una rapida liberacion de la LH por la hipofisis. La
FSH aumenta de manera simultadnea y estimula la maduracion de un nuevo conjunto de
foliculos ovéricos que ovularan en el siguiente ciclo (Barbacka-Surowiak y col., 2003). La
concentracion de los estrogenos permite que el Gtero engrose progresivamente, mientras
que, la mucosa vaginal atraviesa maltiples divisiones mitéticas (Mendiola y col., 1993).
Estro: presenta una duracion de 24 horas (Freeman, 2006). Se caracteriza por la presencia
de células anucleadas y queratinizadas resultado del pico de secrecion de los estrdgenos
producidos durante el proestro. La concentracion de la FSH, la LH y el estradiol es basal;
sin embargo, la progesterona es alta debido a la formacion del cuerpo luteo, el Gtero
permanece engrosado (Mendiolay col., 1993; Barbacka-Surowiak y col., 2003; Cora, 2015;
Levine, 2015).
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Proestro

Figura 2. Micrografias de la citologia de la mucosa vaginal de ratas de la cepa ClI-ZV. La tincion empleada fue
Hematoxilina-Eosina (H-E), las micrografias se tomaron a un aumento de 40 x.

Estructura del ovario

Los ovarios son 6rganos pares (Briel y col., 2014) de color blanco rosado de forma ovalada, se
localizan en la region pélvica y estan fijados a la superficie posterior del ligamento ancho del Gtero
a traves de un pliegue del peritoneo llamado mesovario, que lleva vasos sanguineos a cada ovario
(Tapia, 2007; Bruel y col., 2014; Ross y Pawlina, 2015). En la mujer tienen una dimension
aproximada de 3.5 cm de alto, 2 cm de ancho y 1 cm de espesor (Tresguerres 'y col., 2005) mientras
que, en la rata adulta miden aproximadamente 4.35 mm de ancho, 5.5 mm de largo y 1.3 mm de

espesor (Navarrete, 2014).

La superficie ovarica se encuentra revestida por un epitelio simple de células cubicas o
cilindricas denominado epitelio superficial del ovario (Ross y Pawlina, 2015). Debajo de éste se
encuentra la tanica albuginea compuesta principalmente por tejido conjuntivo denso poco
vascularizado con fibras de colageno, que confiere al ovario un color blanquecino (Gartner y Hiatt,
2007).

Histologicamente el ovario se encuentra dividido en tres regiones estructurales (Figura 3):
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e Corteza: es la region periférica del ovario que rodea a la regién medular, en ella se
encuentran los foliculos ovaricos, en diferentes etapas de desarrollo (Gartner y Hiatt, 2007,
Ross y Pawlina, 2015). Los foliculos se encuentran rodeados por el estroma, que es una red
de tejido conjuntivo derivado del mesénquima y esta compuesto de fibras reticulares,
células fusiformes, fibroblastos y células musculares lisas (Leeson y col., 1989; Gartner y
Hiatt, 2007).

e Meédula: es la parte central del ovario, procede de células mesonéfricas, esta compuesta por
tejido conjuntivo laxo, vasos sanguineos y linfaticos, asi como nervios que ingresan desde
el mesovario a través del hilio (Briel y col., 2014).

e Hilio: es la zona de unién entre el mesovario y el ovario. Contiene células nerviosas,
microganglios, vasos sanguineos, linfocitos, tejido conectivo de sostén y células hiliares las

cuales secretan androgenos (Tresguerres y col., 2005).

Corteza ;
Foliculo Foliculo
Foliculo primario primordial
secundario

Foliculo
preovulatorio |

! Tunica
/2 /. Albuginea

‘ ‘v,n"r'rEpitelio germinal

\ /@ C:;po lateo

=

Médula & ”6\'/>ocito

1 )
i secundario

Figura 3. Composicion estructural del ovario. Se muestra la secuencia de la maduracién folicular, la ovulacion y la
formacion del cuerpo luteo. Tomado y modificado de Ross y Pawlina, 2015.

En los mamiferos, la poblacion de foliculos primordiales se mantiene como fuente de reserva
folicular, hasta el final de la vida reproductiva de la hembra, en cada ciclo reproductivo un conjunto
de foliculos primordiales comenzara su desarrollo. El crecimiento de los foliculos continda hasta

que culminan con la ovulacién o bien degeneran por atresia (Hirshfield, 1991).

En la rata, el conjunto de foliculos primordiales que seran la fuente de reserva para toda la vida
reproductiva se establece después del nacimiento (Santamaria y col., 2019). Se ha observado que
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la ruptura de los nidos de ovogonias y el ensamble folicular comienza en las primeras 24 horas
después del nacimiento (Malamed y col., 1992; Santamaria y col., 2019). Este proceso se completa
en los primeros cuatro a cinco dias después del nacimiento (Rajah y col., 1992). Los ovocitos que
no fueron rodeados por células de la granulosa inmaduras mueren por apoptosis (Kezele y Skinner,
2003; Pepling, 2006).

En las mujeres, el desarrollo de los foliculos comienza con la formacién de los foliculos
primordiales en la etapa prenatal; tras el nacimiento, el proceso se interrumpe y continda en un
periodo que transcurre desde la pubertad hasta la menopausia (Parborell, 2002). Se estima que, al
momento del nacimiento la mujer tiene alrededor de dos millones de ovocitos, sin embargo, la
mayoria de ellos degeneran gradualmente a través del proceso de atresia y al llegar a la pubertad
posee cerca de 400,000 ovocitos. Durante la vida fértil, la mujer produce alrededor de 400 Gvulos
maduros (Baker, 1963; Ross y Pawlina, 2015).

El ciclo ovarico se divide en dos etapas, la folicular y la luteal. Durante la fase folicular ocurre
el crecimiento y desarrollo de los foliculos y concluye con la ovulacion. Al finalizar la fase
folicular, inicia la fase luteal, que se caracteriza por la formacion del cuerpo liteo encargado de

secretar la progesterona (Geneser, 2000).

Desarrollo Folicular

Los foliculos son la unidad anatémica y funcional del ovario. Su funcién es mantener, nutrir,
madurar y liberar al ovocito en el momento en que este sea capaz de ser fecundado (Gartner y Hiatt,
2015).

El desarrollo folicular es un proceso complejo donde el foliculo interactia con las
gonadotropinas, los esteroides ovaricos y con otros factores. Es un proceso continuo, es decir, los
foliculos comienzan su desarrollo desde el grupo de reserva hasta llegar a foliculos preovulatorios
(Filipiak y col., 2016).

De acuerdo con su histologia, Ross y Pawlina (2015) identifican cuatro tipos de foliculos

ovaricos en funcion de su estado de desarrollo (Figura 4):

1.- Foliculos primordiales: se encuentran en gran nimero en la corteza ovarica, forman un

depdsito finito de ovocitos, que permanecen en la fase de reposo hasta que son estimulados para
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crecer (Ross y Pawlina, 2015). Este tipo de foliculos estd compuesto por un ovocito primario de
aproximadamente 30 pum con un nucléolo de gran tamafio y un nucleo excéntrico (Figura 4) con
cromatina dispersa detenido en la etapa de diploteno de la profase de la meiosis | (Gartner y Hiatt,
2007).

El ovocito se encuentra rodeado por una capa simple de células foliculares planas (Bruel y col.,
2014), la superficie externa se encuentra delimitada por una ldmina basal. EIl crecimiento inicial de

estos foliculos es independiente del estimulo de las gonadotropinas (Ross y Pawlina, 2015).

2.- Foliculos primarios: posterior a la activacion del foliculo primordial, se distinguen cambios
en el ovocito primario, las células foliculares y el tejido estromal circundante (Gartner y Hiatt,
2007). El ovocito aumenta de tamafio y mide entre 50-80 pum, las células foliculares aplanadas
proliferan y se tornan cubicas, momento en el cual se denominan células de la granulosa, estos
foliculos miden de 100-150 um (Figura 4).

A medida que el ovocito crece comienza a secretar glucoproteinas que forman la zona pellcida,
ésta separa y protege al ovocito de las células de la granulosa (Gartner y Hiatt, 2007; Ross y
Pawlina, 2015). En esta etapa, se desarrollan uniones tipo comunicantes entre las células de la
granulosa que van a ayudar en el transporte de sustancias nutritivas y pequefias moléculas
contenidas en la sangre, vitales en el desarrollo del ovocito y del foliculo. Fuera de la Iamina basal,
las células del estroma forman una cubierta de células de tejido conjuntivo denominada teca

folicular (Ross y Pawlina, 2015).

3.- Foliculos secundarios: el ovocito permanece del mismo tamafo, el estimulo de la FSH resulta
en el aumento del nimero de capas de células de la granulosa. Durante esta etapa, se forman
cavidades con liquido folicular rico en glucosaminoglucanos, proteoglucanos, proteinas de unién
de esteroides, estradiol, activina, inhibina, progesterona y folistatina (Gartner y Hiatt, 2007; Ross
y Pawlina, 2015).

La teca folicular se diferencia en dos capas, la teca interna y la teca externa:

e Teca interna: se forma a partir de la diferenciacion de las células del estroma a
células poliédricas epitelioides con un ndcleo redondo. Esta capa posee mucha

vascularizacion debido al ingreso de vasos sanguineos, por otra parte, se encuentran
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los receptores a la LH y en respuesta al estimulo de ésta sintetizan y liberan los
andrdgenos.

e Tecaexterna: conformada por una capa de células de tejido conectivo como células
del muasculo liso y haces de fibras de colageno (Gartner y Hiatt, 2007; Briiel y col.,
2014; Ross y Pawlina, 2015).

Cuando el estrato granuloso alcanza un espesor de 6 a 12 capas de células, las cavidades con
liquido folicular comienzan a confluir en una sola cavidad con forma de media luna Ilamada antro
folicular (Figura 4). Las células de la granulosa mas cercanas al antro folicular y a la membrana
basal se denominan células de la granulosa murales, las cuales presentan mayor actividad
esteroidogénica y bajo el estimulo de la FSH sintetizan receptores a la LH. EI ovocito, con un
tamafio aproximado de 125 um, adquiere una posicion excéntrica y algunas de las células de la
granulosa que lo rodean conforman un monticulo llamado cimulo o6foro; estas células proveen de
nutrientes al ovocito y secretan 17-f estradiol, involucrado en la maduracion del ovocito. Las
celulas que rodean de forma inmediata al ovocito forman la corona radiada cuya funcion es
sintetizar factores solubles que mejoran la progresion meidtica, la fertilidad de los ovocitos y el
desarrollo embrionario, éstas permaneceran con el ovocito hasta la ovulacion (Vanderhyden y
Armstrong, 1989; Lanuza, 1999; Ross y Pawlina, 2015).

4.- Foliculos preovulatorios: representan el Gltimo estadio del desarrollo folicular y los que
presentan mayor actividad esteroidogénicay una respuesta mayor a las gonadotropinas (Uilenbroek
y Richards, 1979; Lanuza, 1999). A medida que el foliculo se acerca a su tamafio maximo
disminuye la actividad mitdtica de las células de la granulosa, el estrato granuloso se torna mas
fino y el antro folicular aumenta de tamario (Figura 4). El ovocito, mide aproximadamente 120 pum
de didmetro y junto con el cimulo ooféro de 10-20 mm. Ambos son desplazados hacia una posicién
excéntrica de la cavidad folicular y debido a su gran tamafio sobresale en la superficie del ovario
(Sanchez-Criado, 1999; Golfien y Monroe, 2000; Ross y Pawlina, 2015).
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Figura 4. Estadios de maduracion durante el desarrollo folicular. Tomado y modificado de Ross y Pawlina, 2015.
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Regulacion de las funciones ovaricas

El desarrollo, la maduracién y la dindmica de los foliculos ovaricos son regulados por sefiales
hormonales y nerviosas transmitidas entre el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario (Tena-Sempere,
2014; Levine, 2015).

El hipotdlamo regula la sintesis y liberacion de la GnRH, un decapéptido secretado por neuronas
parvicelulares, que en el humano se ubican en el nucleo arqueado, nucleo periventricular y el area
predptica hipotalamica anterior (Jennes y col., 1997; Gomez-Prieto y Velazquez-Paniagua, 2002).
Mientras que, en la rata adulta es producida por un nimero relativamente pequefio de neuronas,
ubicadas en el complejo de la banda diagonal de broca, el septum medial, el hipotalamo rostral y
el &rea predptica hipotaldmica anterior (Jennes y col., 1997).

Las neuronas GnRHérgicas exhiben un patrén de secrecién pulsatil coordinado y repetitivo
(Ben-Shlomo y Melmed, 2011). El generador de los pulsos de la GnRH es regulado por las
interacciones con grupos neuronales dentro y fuera del hipotalamo (Martinez de la Escalera y col.,
1992; Grachev y Goodman, 2016; Herbison, 2018; Plant, 2019). Estos mecanismos a su vez

dependen de la concentracion de los estrogenos y de la progesterona (Rosales y col., 2006).

Multiples factores regulan la secrecion de las neuronas de la GnRH entre los que se encuentran
(Figura 5): el tono opioide enddgeno! como la B- endorfina, el 4cido gamma-aminobutirico
(GABA), la adrenalina (A), la arginina vasopresina (AV), el cortisol, le dopamina (DA), el
estradiol, el glutamato, la kisspeptina (Kiss), la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la
NA, las neurotensinas, el neuropéptido Y (NPY), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la
progesterona, la serotonina (5HT) y la testosterona (Gomez-Prieto y Velazquez-Paniagua, 2002;
Krsmanovic y col., 2009, Ben-Sholomo y Melmed, 2011; Trujillo y col., 2015).

1 Neurotransmisores que tienen actividad semejante a los analgésicos opiaceos, se encuentran agrupados en tres
familias: endorfinas, encefalinas y dinorfinas (Mufioz, 2010).
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® 9@ Factores estimulantes en la secrecion de la GnRH:
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Figura 5. Factores estimulantes e inhibitorios sobre la sintesis y liberacion de la GnRH. Tomado y modificado de
Ben-Shlomo y Melmed, 2011; Trujillo y col., 2015.

Una vez sintetizada la GnRH es transportada a las terminales axonicas de las neuronas
GnRHeérgicas localizadas en la eminencia media y es liberada de manera pulsatil al sistema portal
hipotalamico-hipofisario. Este sistema se compone de dos lechos capilares y conecta al hipotadlamo
con la adenohipofisis. En la adenohipdfisis la frecuencia del pulso de la GnRH determina la
velocidad de la secrecidon de la LH o la FSH por parte de los gonadotropos? (Ben-Shlomo y
Melmed, 2011). En la mujer, cuando se produce una frecuencia de un pulso cada 90 minutos, la
GnRH aumenta de forma preferente la secrecion de la LH. Mientras que, cuando los pulsos ocurren
cada 120 minutos, la GnRH estimula la secrecion de la FSH (Wildt y col., 1981; Ulloa-Aguirre y
Timossi, 2000; Koeppen y Stanton, 2009).

En el ovario la LH y la FSH se unen a sus receptores localizados en las células de la teca y de
la granulosa, respectivamente (Silvermany col., 1987; Jeong y Kaiser, 2006). Por una parte, la LH
induce la ovulacion, la formacion del cuerpo lateo y la produccion de la progesterona y los
androgenos. Mientras que, la FSH estimula el desarrollo folicular, la sintesis de la activina e

inhibina y la biosintesis de los estrogenos a partir de los andrégenos (Padmanabhan y col., 2018).

2 Células basofilas especializadas en la secrecion de la LH y la FSH, poseen receptores a la GnRH y se encuentran
ubicadas en la adenohipdfisis (Tresguerres y col., 2005).
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El inicio de la fase folicular se caracteriza por concentraciones basales de la FSH y la LH, por
el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos y por la baja concentracion de la progesterona
y el estradiol. Esta Gltima, se debe a la falta de madurez de los foliculos (Hall, 2014). Conforme las
gonadotropinas comienzan a estimular el desarrollo folicular, las células de la granulosa comienzan
a aumentar la secrecion del estradiol. En las células de la granulosa la FSH estimula la secrecion
de la activina y en conjunto, estimulan la formacién de los receptores a la FSH. Esto permite que
los foliculos puedan crecer hasta un estadio preovulatorio y aumenten la concentracion de los

estrogenos, aunque las concentraciones de la FSH disminuyan (Clifton y Steiner, 2009; Hall, 2014).

En esta etapa, el aumento los esteroides ovaricos regula de manera inhibitoria la secrecion de la
GnRH en el hipotalamo (Clifton v Steiner, 2009; Kaiser, 2011). Por otra parte, en las células de la
granulosa el aumento de los estrégenos permite la secrecion de la inhibina y en consecuencia

disminuyen la concentracion de la FSH al actuar en la adenohipofisis.

Cuando la concentracion del estradiol es lo suficientemente alta, consecuencia de la maduracion
de los foliculos, el estradiol deja de tener un efecto inhibitorio y estimula la secrecion de la LH,
conocida como “el pico preovulatorio”, lo que desencadena la ovulaciéon (Figura 6) (Clifton v
Steiner, 2009).

Retroalimentacion negativa Retroalimentacién positiva
« Estradiol P i :’ — '\‘ 7
* Progesterona | \_ NS e

\ p \ .

|
+ Estradiol
* Inhibina

\ Adenchipéfisis €

= Activina
* Estradiol

Figura 6. Regulacién neuroendocrina del eje reproductivo femenino. La secrecién pulsatil de la GnRH estimula la
sintesis y la liberacién de la LH y la FSH. Ambas gonadotropinas viajan a través del torrente sanguineo y llegan al
ovario donde estimulan el desarrollo folicular y la secrecion de las hormonas esteroides y proteicas. Las hormonas
secretadas por los ovarios regulan de manera estimulante o inhibitoria la secrecion de la GnRH en el hipotalamo y
de la LH y la FSH en la adenohipofisis. Tomado y modificado de Hall, 2014.
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Ovulacién

La ovulacién es un proceso inflamatorio (Dominguez y col., 1991) donde el foliculo preovulatorio
libera al ovocito maduro hacia la superficie del ovario, el ovocito atraviesa la pared folicular y el
epitelio superficial del ovario (Trujillo y col., 2015).

La ovulacidn, se desencadena por efecto del aumento en la concentracion de la LH que, en la
rata ocurre en el dia del proestro. La concentracién sérica de la inhibina, la progesterona, la 17 -
hidroxiprogesterona y el estradiol incrementan de manera paulatina. Cuando la concentracion del
estradiol es lo suficientemente alta y sostenida, estimula un pico de secrecion de la LH que, a su
vez, estimula la sintesis de la progesterona, responsable del pico de secrecién de la FSH (Rao vy
col., 1978; Channing y col., 1980; Robker y Richards, 1998; Rosales y col., 2006; Reed y Carr,
2018).

El pico preovulatorio de gonadotropinas en el foliculo estimula:

e El reinicio y termino de la primera division meidtica del ovocito primario, éste se
transforma a ovocito secundario el cual se detiene en la metafase de la meiosis II.
El ovocito secundario es expulsado al momento de la ovulacion y culminara la
segunda division meidtica solo si es fertilizado (Eppig, 1982).

e El aumento del liquido folicular que, a su vez, genera un aumento en el tamario del
foliculo, lo que hace que este protuya de la pared del ovario. En esta zona se produce
una isquemia conocida como estigma (Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2017).

e La ruptura de las uniones tipo comunicantes entre las células de la granulosa
murales, con la finalidad de facilitar la formacion del sitio de ruptura en la pared del
foliculo (Tsafriri y Reich, 1999; Salustri, 2004).

e La sintesis de una matriz extracelular muco-eléstica abundante en las células del
ctmulo oo6foro, que promueve el desprendimiento del complejo de células de la
corona radiada y del ovocito de la pared folicular (Lawrence y col., 1980 b; Brower
y Schultz 1982; Tsafriri y Reich, 1999; Shirazi y Moalemian, 2007).

e Las células de la teca comienzan a secretar colagenasa, prostaglandinas y activador
del plasmindgeno (Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2017). El activador del

plasmindgeno, estimula su conversion a una enzima proteolitica activa llamada
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plasmina (LeMaire y col., 1975), ésta en conjunto con la colagenasa, provocan la
ruptura del estigma (Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2017).

e Las prostaglandinas, la colagenasa y la plasmina digieren el colageno de la pared
folicular, lo que facilita la expulsion del complejo corona radiada-ovocito.
Posteriormente, las prostaglandinas estimulan la liberacion del ovocito mediante la
contraccion del musculo liso dentro de la corteza del ovario (Espey, 1974; Espey y
Lipner, 1974, Peters y McNatty, 1980).

Fase Lutea

El cuerpo luteo es una glandula endocrina que se forma después de la ovulacion, a partir de las
células de la granulosa y de la teca restantes del foliculo. Esta glandula secreta la progesteronay,
en caso de fertilizacion, proporciona un ambiente dptimo en el Gtero para una gestacion exitosa,
inhibe la actividad contréactil del Gtero y el desarrollo folicular (Bachelot y Binart, 2005; Strauss y
Williams, 2009).

En roedores, el cuerpo luteo ejerce un papel esencial, porgue es responsable del mantenimiento
de la prefiez a traves de la secrecion de la progesterona, mientras que, en los humanos proporciona
la progesterona necesaria hasta que se forma la placenta (Bachelot y Binart, 2005). En la rata
ciclica, la vida del cuerpo llteo se caracteriza por el desarrollo, el mantenimiento y la regresion
luteal (lutedlisis). En la mafiana del estro, secreta una cantidad limitada de la progesterona que se
mantiene hasta el diestro 11 y luego comienza la lute6lisis si no ocurrié la fertilizacion (Bachelot y
Binart, 2005). Su mantenimiento y funcién es regulado por interacciones complejas entre las
hormonas estimulantes (luteotroficas) como la prolactina, el estradiol y la LH e inhibitorias
(luteoliticas) como la activina y la folistatina (Niswender y col., 2000; Niswender, 2002; Bachelot
y Binart, 2005).

Dentro del cuerpo luteo se establece una red vascular acompafiada por el ingreso y proliferacion
de capilares y fibroblastos del estroma circundante. Esto hace posible que, las moléculas grandes
como las lipoproteinas de baja densidad (LDL) sean transportadas via sanguinea, y asi
proporcionen el colesterol como sustrato para la produccion de la progesterona (Strauss y Williams,
2009).
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El pico preovulatorio de la LH promueve la luteinizacion de las células de la granulosa y de la
teca. Asimismo, modifica la via esteroidogénica de modo que aumenta la expresion del citocromo
P450scc y de la 3p3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f-HSD), que son enzimas necesarias para la
conversion del colesterol en la progesterona. Por otra parte, disminuye la expresion de la 17a-
hidroxilasa, el citocromo P450 y la aromatasa que convierten la progesterona en los estrégenos,
después del proceso de luteinizacion, la progesterona es secretada por ambos tipos celulares
(Bachelot y Binart, 2005).

Las células luteinizadas completan su vida util mediante un proceso de lutedlisis caracterizado
por la disminucion en la secrecion de la progesterona. Este proceso es el resultado de la disminucion
en la irrigacion sanguinea y de la capacidad esteroidogénica de las células ldteales, que conlleva a
un cambio estructural de la glandula con la finalidad de que ésta pueda involucionar. Posterior a la
involucion, en el ovario se forma una pequefia cicatriz llamada el cuerpo albicans, que permanecera

en el ovario varias semanas (Bachelot y Binart, 2005).

Atresia folicular

La apoptosis, o la muerte celular programada, es un proceso de regulacién celular esencial para el
desarrollo embrionario normal y la homeostasis del tejido adulto (Kapia y Hsueh, 1997). La atresia
folicular es un proceso apoptético normal en el ovario, regulado por las hormonas y controla el

numero de los foliculos en desarrollo (Vidal y Dixon, 2018).

En el ovario se distinguen dos etapas principales de muerte celular: la muerte de las células
germinales producida antes del nacimiento y la atresia folicular que se produce desde antes de la
pubertad y se acelera antes de la menopausia (Hsueh y col., 1994; Kapia y Hsueh, 1997). Aunque
los mecanismos subyacentes al proceso de la atresia folicular ovarica no son claros, es posible que
represente una ventaja evolutiva en la cual ocurre una seleccion folicular, de modo que, solo

aquellos foliculos que contienen ovocitos sanos puedan ovular (Hsueh y col., 1994).

Se ha planteado que, una disminucion en la concentracion de la FSH es la responsable del inicio
del proceso de la atresia en los foliculos. Hsueh y colaboradores (1994) mencionan que la pérdida
del estimulo de la FSH durante un periodo critico en el desarrollo folicular induce la atresia,
mientras que, Speroff (1983) menciona que la pérdida de los receptores a FSH en las células de la

granulosa es el detonante de la atresia folicular. A pesar de que el desarrollo de los foliculos
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primordiales y primarios es independiente de las gonadotropinas, la atresia ocurre en todas las
etapas del desarrollo del foliculo (Hirshfield, 1991).

Los foliculos en desarrollo se encuentran expuestos a factores de supervivencia o de rescate
folicular y factores atretogénicos®. Entre los factores de supervivencia se encuentran las
gonadotropinas, los estrogenos, la activina y factores de crecimiento como el factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo-1 (IGF-1), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento neural (NGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF). Los foliculos
antrales atrésicos expuestos a la FSH pueden alcanzar la etapa de foliculo preovulatorio y ovular
(Hirshfield y Midgley, 1978; Gougeon, 1993; Chuny col., 1996).

Dentro de los factores atretogénicos se encuentra el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), la
interleucina 6 (11-6), los androgenos y los radicales libres (Hsueh y col., 1994; Kapia y Hsueh,
1997; Markstrom y col., 2002).

Se ha observado que, en mamiferos hay al menos seis etapas de degeneracion durante el
desarrollo ovarico. Las primeras tres etapas se encuentran antes de la formacion del foliculo e
involucran la degeneracion de las células germinales (Hsueh y col., 1984), mientras que, las otras

tres se encuentran en diferentes etapas del desarrollo folicular (Greenwald y Roy, 1994).
Etapas de la atresia durante la formacion de los foliculos:

1. La falta del factor de crecimiento de mastocitos y el factor de células madre genera
la muerte apoptética de multiples células germinales durante su migracion y
proliferacion hacia la cresta urogenital (Dolciy col., 1991; Godin y col., 1991).

2. Desgaste de ovogonias: tras la colonizacion de la cresta urogenital las células
germinales primordiales se denominan ovogonias y comienzan a proliferar. La
proliferacion de las ovogonias se acompafia de una degeneracién masiva que ocurre
durante la mitosis (loannou, 1964; Ohno y Smith, 1964).

3. Degeneracion de los ovocitos: ocurre cuando las ovogonias cesan la mitosis e
inician el proceso meidtico y el ensamble folicular que daré origen a los foliculos
primordiales. Al llegar a esta etapa, por un mecanismo desconocido, se detiene el

proceso meidtico, momento en el cual los cromosomas se descondensan y reanudan

3 Factores que inducen atresia folicular (Speroni, 2016).
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su actividad transcripcional (Hsueh y col., 1984). Uno o tres dias posterior al
nacimiento, la mayoria de los ovocitos se encuentran rodeados de células inmaduras
de la granulosa (50-70%) mientras que, los que permanecen desnudos, degeneran
(Ohno y Smith, 1964).

Etapas de la atresia de los foliculos en desarrollo (Figura 7):

1. Etapa I: se caracteriza por la presencia de nucleos picnéticos en alrededor del 10%
de las células de la granulosa, generalmente en aquellas que se enceuntran cerca del
antro folicular. Algunas de las células de la granulosa todavia estdn en mitosis
(Hsueh y col., 1984). La membrana basal se encuentra intacta (Byskov, 1974).

2. Etapall: los foliculos muestran muchas células de la granulosa picnoéticas (10-30%),
pocas de ellas en mitosis y algunas se encuentran dispersas en el antro folicular
(descamacidn). La membrana basal pierde su integridad y los leucocitos se infiltran
entre las capas de las células de la granulosa (Bukovsky y col., 1984; Hsueh y col.,
1984).

3. Etapa IllI: se caracteriza por una reduccion en el namero de células de la granulosa,
ninguna de ellas prolifera por mitosis, las células de la teca presentan hipertrofia* y

la membrana basal se fragmenta (Hsueh y col., 1984).

* Aumento del tamafio de un tejido u 6rgano por aumento del tamafio de las células que la forman (Speroni, 2016).
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Figura 7. Histologia de foliculos en diferentes estados de la atresia en el ovario de rata, tincién hematoxilina-eosina.
1: Foliculo antral sano; 2: Etapa | de la atresia, las flechas marcan los nucleos picnéticos en las células de la
granulosa; 3: Etapa Il de la atresia, las flechas indican los restos celulares dentro del liquido folicular; 4: Etapa Ill
de la atresia, el asterisco dentro del cuadrado indica la fragmentacion del ovocito, las flechas indican la hipertrofia
de las células de la teca y las flechas pequefias rosas indican las pocas células de la granulosa, el foliculo ha
colapsado. Barra 50um. Tomado de Braw y Tsafriri, 1980.

Biosintesis de las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides se clasifican en esteroides sexuales (andrégenos, estrégenos y
progesterona), glucocorticoides (cortisol, cortisona y corticosterona) y mineralocorticoides
(aldosterona) y son sintetizados principalmente en las glandulas suprarrenales, las gonadas, la
placenta y el sistema nervioso central (Gomez-Chang y col., 2012). En vertebrados, los esteroides
son esenciales para el control endocrino de la reproduccion, influyen en todos los aspectos del
establecimiento y el mantenimiento del género, por lo que la ausencia, la disminucién, el aumento
de ellas o de sus receptores resultan en alteraciones en el desarrollo reproductivo (Conley y Walters,
1999).

Las principales hormonas producidas por los ovarios son el estradiol y la progesterona y, en

menor proporcion, la estrona, la androstenediona, la testosterona y la 17-a-hidroxiprogesterona.
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Todas estas hormonas son sintetizadas a partir del colesterol y, por lo tanto, tienen estructuras

similares (Tresguerres, 2010; Miller y Auchus, 2011).

El colesterol es un componente esencial de las membranas celulares de los mamiferos, asi como,
un precursor importante de los compuestos biolégicamente activos. Contiene 27 atomos de
carbono, de los cuales 17 estan incorporados en cuatro anillos fusionados que conforman el nucleo
del ciclopentanoperhidrofenantreno, dos estan en grupos metilo angulares unidos en las uniones de
los anillos AB y CD, y ocho estan en la cadena lateral periférica, un grupo hidroxilo unido al
carbono 3y un doble enlace entre los atomos de carbono 5y 6 (Figura 8) (Baynes y Dominiczka,
2011).

Figura 8. Estructura quimica de la molécula del colesterol formado por el nlcleo del ciclopentanoperhidrofenantreno
(A-D), los numeros del 1-27 describen los atomos de carbono. Tomado de Koeppen y Stanton, 2009.

Las células que sintetizan las hormonas esteroides utilizan tres vias que aseguran el suministro
constante de colesterol (Dominguez y col., 2012):

1. Sintesis de novo a partir del acetato en el reticulo endoplasmico.

2. La movilizacion de ésteres de colesterol almacenados en gotitas de lipidos a través de

colesterol-éster hidrolasa.

3. La absorcion de lipoproteinas sanguineas que transportan colesterol (LDL y de alta
densidad (HDL).

La mayor parte del suministro del colesterol proviene de las LDL derivadas de la dieta. La
concentracion adecuada de LDL suprime a la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA)

reductasa, enzima limitante de la velocidad en la sintesis del colesterol (Bremer y Miller, 2014).

La LH estimula la sintesis de HMG CoA reductasa, de las LDL y de sus receptores. Las LDL

se absorben por endocitosis, se almacenan o son convertidas en colesterol libre que posteriormente
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serda esterificado por acil-CoA, colesterol transferasa (ACAT) y almacenado en gotitas de lipidos
que se utilizaran en la sintesis de las hormonas esteroides (Bremer y Miller, 2014). En el ovario los
tejidos que realizan la esteroidogénesis son: 1) las células de la granulosa, 2) las células de la teca,

3) la glandula intersticial y 4) los cuerpos luteos (Hu y col., 2010).

La esteroidogénesis ovarica se logra mediante la cooperacion de las células de la teca y la
granulosa, la LH se une a sus receptores en las células de la teca y la FSH se une a sus receptores
en las células de la granulosa. Ambos receptores estan acoplados a proteinas G, la union a su
ligando provoca la activacion de la adenilato ciclasa (AC), la produccion de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) intracelular y, a su vez, la activacion de la proteina quinasa A (PKA)
que fosforila a la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), encargada del transporte del
colesterol a la mitocondria (Marsh, 1976; Sanborn y col., 1980; Golos y col., 1988; Tonetta y
Dizerega, 1989; Waterman y Keeney, 1996; Conti, 2002; Hu y col., 2010; Gomez-Chang y col.,
2012).

Una vez que la StAR transporta el colesterol a la membrana interna de la mitocondria, es
transformado a la pregnenolona a través de la escision de la cadena lateral (carbono 20-22). El
proceso de la escision de la cadena lateral del colesterol comienza con dos hidroxilaciones, la
primera en el C-20 y la segunda en el C-22, las cuales son resultado de la accion de la P450scc, el
resultado de estas reacciones es la 200, 22p3- dihidroxicolesterol. La ruptura de los enlaces entre
estos atomos ocurre por la accién de la 20, 22 desmolasa/liasa que da como resultado una molécula
de pregnenolona y una de &cido isocaproico (Figura 9) (Gower, 1988; Tresguerres y col., 2005;
Berg y col., 2008).

Colesterol 20a, 22f-dihidroxicolesterol Pregnenolona Acido isocaproico

Figura 9. Reacciones necesarias en la formacion de pregnenolona a partir de colesterol. Tomado y modificado de
Berg y col., 2008.

El paso limitante en la esteroidogénesis es la sintesis de la pregnenolona, posterior a esto, puede
ser metabolizada por dos vias que ocurren dentro del reticulo endoplasmico liso de las células de

la teca interna (Figura 10) (Gower, 1988; Tresguerres y col., 2005; Bremer y Miller, 2014).
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La via A4, ocurre en el cuerpo luteo donde la enzima 3p-HSD hace que la molécula de
la pregnenolona sea convertida a la progesterona; mediante la pérdida de un atomo de
hidrégeno en el C-3. A través de la A5-4 isomerasa ocurre un cambio en el doble enlace
de la posicion C-5y C-6 a la posicién C-4 y C-5, ésta conversion es esencialmente
irreversible (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Tresguerres y col., 2005; Andersen y
Ezcurra, 2014). Posteriormente, la progesterona puede ser transformada a lal7a-
hidroxiprogesterona por una hidroxilacion en el C-17, por accion de 17a-hidroxilasa y
a través de la 17, 20 liasa es convertida a la androstenediona, precursor de la
testosterona. Esta conversion requiere la accion de la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17p-HSD) en el C-17, donde cataliza la reduccion del grupo ceto
(Gore-Langton y Armstrong, 1994; Tresguerres y col., 2005; Berg y col., 2008;
Andersen y Ezcurra, 2014).

Via As, se lleva a cabo principalmente en las células de la teca, donde la pregnenolona
es transformada a la dehidroepiandrosterona (DHEA). Esta via comienza con la
molécula de la pregnenolona, que a través de la adicion de un grupo hidroxilo en la
posicion C-17a, por parte del citocromo P450c17a-hidroxilasa, produce la 17a-
hidroxipregnenolona que mediante la enzima P450c17a-liasa elimina el grupo acetilo
del C17-C20 y se forma el precursor de los androgenos la DHEA. Posteriormente la
DHEA es oxidada en el C-3 por la enzima 33-HSD y la A5-4 isomerasa cataliza el
cambio del doble enlace insaturado de la posicion C-5y C-6 a la posicién C-4 y C-5
para sintetizar la androstenediona (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Tresguerres y
col., 2005; Wickenheisser y col., 2006; Andersen y Ezcurra, 2014).
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Figura 10. Rutas biosintéticas de las hormonas esteroides sexuales. Tomado y modificado de Wickenheisser y col.,
2006.

Los androgenos producidos en las células de la teca se difunden a traves de la ldmina basal y
son captados por las células de la granulosa, donde se encuentra el complejo enzimético citocromo
P450 aromatasa, que transforma la androstenediona en la estrona y la testosterona en el estradiol
(Figura 11) (Santen y col., 2009; Miller y Auchus, 2011).

La P450 aromatasa cataliza tres pasos independientes que convierten los andrégenos en los
estrégenos (Di Nardo y Gilardi, 2013; Yoshimoto y Guengerich, 2014). Los dos primeros pasos
son reacciones secuenciales, por oxigeno molecular al sustrato del C-19, lo que implica dos
hidroxilaciones bien establecidas (Berge y col., 2008; Wood y Cupp, 2018). El tercer paso es la
eliminacién del grupo metilo del C-19 que es liberado como acido férmico, debido a la reaccion

ocurre la formacion del anillo fendlico en el anillo A (Wood y Cupp, 2018).

La secuencia exacta de reacciones asociadas con esta Ultima reaccion aln estd bajo
investigacion. El producto final de estas tres reacciones es la estrona o el estradiol conforme al

sustrato hormonal utilizado en la reaccion (\Wood y Cupp, 2018).

Maria Fernanda Meza Medina 25



MARCO TEORICO

@m """"""" Células de la teca interna -
i -

Pregnenolona
3p-HSD 17-0H

Progesterona.  170-OH pregnenolona

| 17-0H 17, 20 liasa
17a-OH Progesterona DHEA

117, 20 liasa
Androstenediona

| 17-HSD j

Testosterona

v

Androstenediona 1"#5, Testosterona

b I

E 17-HSD Estradiol

. Células de la granulosa

Figura 11. Biosintesis de las hormonas esteroides en el foliculo ovarico. La interaccion de la LH con sus receptores
en las células de la teca y de la FSH con sus receptores en las células de granulosa, estimula la expresion de las
enzimas esteroidogénicas involucradas en la secrecion de los andrégenos y los estrogenos respectivamente. LH:
hormona luteinizante; FSH: homona foliculo estimulante; GTP: trifosfato de guanosina; GDP: difosfato de
guanosina; ATP: trifosfato de adenosina; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; PKA: proteina quinasa A; StAR:
proteina reguladora aguda esteroidogénica, 35-HDS, 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa; DHEA:
dehidroepiandrosterona; 175- HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450scc: citocromo P450 de escision de
la cadena lateral de colesterol. Tomado y modificado de Strauss y col., 2014.

Inervacién ovarica

Los ovarios de los mamiferos se encuentran inervados por el sistema nervioso simpatico y
parasimpatico (Burden, 1978), ambos regulan procesos como el desarrollo folicular (Bahr y Ben-
Jonathan, 1981) y la biosintesis de hormonas esteroides (Dissen y Ojeda, 1999).

Las fibras nerviosas que ingresan al ovario inervan los diferentes compartimentos ovaricos
como los vasos sanguineos, la glandula intersticial y los foliculos en crecimiento (Dissen y Ojeda,
1999).
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Inervacion simpética

En la rata, los nervios simpaticos que inervan al ovario provienen de los segmentos toracico

inferior T11 al segmento lumbar superior L4 de la médula espinal, que hacen sinapsis con los

ganglios celiaco y mesentérico superior (Dissen y Ojeda, 1999).

Estas fibras llegan al ovario por medio de (Figura 12):

El nervio del plexo ovarico (NPO), el cual viaja a lo largo de la arteria ovarica y
estd constituido en su mayoria por fibras de naturaleza sensorial, simpatica y en
menor proporcion por fibras parasimpaticas (Klein y Burden, 1988 a; Gerendai y
col., 1998; Uchida y col., 2005; Pastelin y col., 2017). Sus fibras se asociada con la
vasculatura ovérica, ingresan al ovario a través del hilio e inervan la corteza y la
médula. También inerva la bursa ovarica y el oviducto (Payer, 1978; Baljet y
Drukker, 1979; Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985; Pastelin y col., 2017; Del
Campo vy col., 2019). Las fibras del NPO transportan neurotransmisores como la
sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen que codifica para la sintesis de
la calcitonina (CGRP) (Kleiny Burden, 1988 a; Dees y col., 1995), la NAy el NPY
(McDonald y col., 1987).

El nervio ovérico superior (NOS): Sus somas se originan en el ganglio celiaco
mesenterico superior (GCMS) y transcurre por el ligamento suspensorio. Las fibras
ingresan al ovario a través del hilio para organizarse alrededor de la glandula
intersticial y entre los foliculos sin penetrar en la capa de células de la granulosa
(Burden, 1978; Baljet y Drukker, 1979; Lawrence y Burden, 1980). El nervio esta
conformado por paquetes de fibras de naturaleza noradrenérgica y peptidérgica (VIP
y NPY) (Lawrence y Burden, 1980). Este tipo de inervacion participa en la
regulacion de la secrecion de hormonas esteroides, el desarrollo folicular y la
ovulacion (Dominguez y Riboni, 1971; Grob, 1974; Gerendai y Halasz, 1978;
Lawrence y Burden, 1980; Barria y Lara, 1991; Morales y col., 1993; Moran y col.,
2000; Del Campo y col., 2019).
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Inervacion parasimpatica

En la rata, la inervacion parasimpatica del ovario proviene del nervio vago (Burden y Lawrence,
1977), el cual se origina de las neuronas medulares del nucleo del tracto solitario, del complejo
vagal dorsal, del nicleo ambiguo y del area postrema (Burden y col., 1983; Gerendai y col., 1998,
2000). Aproximadamente el 85% de las fibras del nervio vago son de naturaleza sensorial (Burden,
1978), por donde transcurren neurotransmisores como la SP, el CGRP, el VIP, la gastrina, la

somatostatina y la acetilcolina (Figura 12) (Klein y Burden, 1988 b).

Nervio
Esplacnico
.~ Nervio
Vago

Ligamento
/ suspensorio Nervio Ovarico
\ \ Superior (NOS)

GC Ganglio Celiaco
MS Mesentérico
Superior (GCMS)

Ovario

Arteria
ovarica

Nervio del .
Plexo CBVgﬁco
(NPO) A

Figura 12. Origen de la inervacion ovarica en la rata, a partir del ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS). La
linea de color amarillo indica la inervacién procedente del nervio vago, la morada indica la inervacion del nervio
ovarico superior (NOS) y la linea azul la del nervio del plexo ovarico (NPO). Tomado y modificado de Kagitani y col.,
2008.

Sindrome de ovario poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ) es la patologia mas comun en mujeres en edad
reproductiva, aumenta el riesgo de infertilidad, patologias endometriales y enfermedades cardio-
metabdlicas debido a que se encuentra regulado por procesos hormonales y metabolicos (Bremer,

2010).
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Inicialmente fue descrito por Stein y Leventhal (1935) quienes observaron en siete mujeres la

presencia de amenorrea, hirsutismo, obesidad y ovarios poliquisticos (Flores, 2012).

En 1990 los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) consideraron como criterios de diagnostico
la presencia simultanea de hiperandrogenismo (clinico o bioquimico) y trastornos en el ciclo
menstrual, sin tomar en cuenta la presencia de ovarios poliquisticos. De acuerdo con este criterio
se establece que el sindrome afecta del 5 al 10% de las mujeres alrededor del mundo (Zawadzski
y Dunaif, 1992; Dunaif y col., 2001; Vizcaino y col., 2006; Merino y col., 2015; Lizneva y col.,
2016).

En el consenso de Rotterdam (2003) la Sociedad Europea de Reproduccion y Embriologia
Humana y la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ESHRE/ASRM) establecen que el
diagndstico del SOPQ requiere la presencia de al menos dos de los siguientes tres criterios: 1) oligo
0 anovulacién, 2) hiperandrogenismo clinico o bioquimico y 3) ovarios poliquisticos. Con base en
estos criterios el sindrome afecta del 6 al 21% de mujeres en edad reproductiva (Azziz y col., 2006;

Liznevay col., 2016).

En el 2006, la Sociedad de Exceso de Andrégenos (AES) considera como caracteristicas de
diagndstico: 1) el hiperandrogenismo clinico o bioquimico, sin tomar en consideracion la
resistencia a la insulina, la disfuncion tiroidea, la hiperprolactinemia o el sindrome de Cushing, 2)
oligo/anovulacion y 3) la presencia de quistes ovaricos. De acuerdo con estos criterios la
prevalencia del sindrome es aproximadamente del 10 al 15% (Azziz y col., 2006; March y col.,
2009; Liznevay col., 2016).

En el 2009, la Sociedad de Exceso de Androgenos y Sindrome de Ovario Poliquistico
(AES/PCOS) establece que los criterios de diagndstico son la presencia de hiperandrogenismo
clinico o bioguimico, acompafiado de oligo, anovulacién o de ovarios poliquisticos con una

incidencia aproximada del 9% (Azziz y col., 2009; March y col., 2009).

Moran y colaboradores (2010) muestran que la prevalencia del SOPQ en la poblacion mexicana
es del 6 % de acuerdo con el criterio de los NIH. Sin embargo, hasta el momento la incidencia
exacta de esta patologia no se ha establecido, puesto que, depende de los criterios utilizados en su

diagndstico (Batrinos, 1993).
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El sindrome se asocia con desordenes metabdlicos como dafios cardiovasculares, resistencia a
la insulina, obesidad, dislipidemia y alteraciones en la tolerancia a la glucosa, que conllevan al
desarrollo de diabetes mellitus tipo Il (Dunaif, 2006; Matalliotakis y col., 2006; Goodarzi y col.,
2011; Wild, 2012). Otros factores asociados al desarrollo del sindrome son las alteraciones
neuroendocrinas, ovaricas, predisposicion genética e hiperactividad de las fibras simpaticas (Lara
y col., 1993; Azziz y col., 2004; Ehrmann, 2005).

Algunas de las hipotesis que tratan de explicar la etiologia del sindrome son:

Resistencia a la insulina e hiperinsulinemia: la resistencia a la insulina juega un papel
fundamental en el desarrollo del sindrome, asi como en las patologias metabolicas asociadas al
mismo. Se ha descrito que aproximadamente un 50-70% de mujeres con el sindrome desarrollan
resistencia a la insulina, ésta es definida como la disminucién en la capacidad de la insulina para
estimular el uso intracelular de glucosa (Del Rio y col., 2006; Escobar, 2009; Dolz, 2010;

Hernandez-Rodriguez y Licea, 2015).

El origen de la resistencia a la insulina puede deberse a un defecto en la accion del post-receptor,
normalmente la unién de la insulina a su receptor estimula la fosforilacion de los residuos tirosina
de los sustratos intracelulares para iniciar la transduccion de la sefial y favorecer la internalizacion
de la glucosa. Se plantea que, en la resistencia a la insulina, posterior a la union de la insulina a su
receptor, ocurre una autofosforilacién de los residuos de serina en lugar de los de tirosina, lo que
reduce la internalizacion de la glucosa (Kahn y White, 1988; Dunaif y col., 1995; Saltiel, 1996;

Dolz, 2010) y favorece el desarrollo de hiperinsulinemia.

La hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina estimulan el aumento en la secrecion de los
androgenos ya que favorecen diversos mecanismos que contribuyen al desarrollo del sindrome,
entre los cuales destacan: a) aumento del efecto del IGF-1 sobre los receptores de las células de la
teca, lo que estimula el aumento en la sintesis de los andrégenos; b) activacion de la enzima
citocromo P450c17a que estimula la sintesis de los andrégenos ovaricos; ¢) reduccion de la sintesis
hepatica de proteinas transportadoras de las hormonas sexuales (SHBG) por parte del higado, lo
que resulta en el aumento de la concentracion de la testosterona libre (Alvarez-Blasco y col., 2006;
Escobar, 2009; Ibafiez y col., 2011; Shafiee y col., 2013).
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Disfuncion neuroendocrina: se asocia con el aumento en la frecuencia de los pulsos de la GnRH.
En la mujer sana los pulsos ocurren cada 90 minutos; sin embargo, en las mujeres con la patologia
suceden cada 60 minutos. Bajo estas condiciones se favorece el aumento en la secrecion de la LH,
mas que de la FSH cuya concentracién tiende a disminuir o no modificarse (Gross y col., 1987;
Ciccone y Kaiser, 2009). El incremento en la concentracion de la LH estimula la sintesis de los
androgenos en las células de la teca, mientras que, en las células de la granulosa el decremento de
la FSH resulta en la disminucion de la aromatizacion de los andrdgenos, asi como en la alteracion

del desarrollo y maduracion folicular (Bremer, 2010).

Predisposicion genética: la base genética del sindrome no se conoce. Si bien hay un fuerte
componente familiar en el desarrollo de la patologia; el modo de la herencia es incierto y la
susceptibilidad genética difiere entre pacientes de la misma familia (Crespo y col., 2018; Khan'y
col., 2019). Los genes que regulan la secrecion y la accion de la insulina, la esteroidogénesis
ovérica y suprarrenal se consideran como los candidatos que determinan la expresion de varios
fenotipos en el sindrome (Lakkakula y col., 2013). Debido a la heterogeneidad de esta patologia,
se considera como un trastorno oligogénico en el que la interaccion de una serie de factores
genéticos y ambientales modulan el desarrollo del sindrome (Khan y col., 2019). Hasta el momento
no se ha descrito que exista una alteracion en los genes que sea comun en los pacientes con fenotipo

del sindrome.

Hiperactividad de las fibras simpaticas: se ha sefialado que el desarrollo del sindrome es
resultado del aumento en la actividad de las fibras simpaticas que inervan al ovario. En roedores,
la inyeccion intraperitoneal de valerato de estradiol (VE), aumenta la expresion del NGF y de su
receptor de baja afinidad el p-75 (Lara y col., 2000). Cuando el receptor p-75y el NGF se unen en
la terminal nerviosa localizada en el ovario, desencadenan en el GCMS, un aumento en la actividad
de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de las catecolaminas, lo que conlleva
a un aumento en el contenido y liberacién de la NA ovarica, a una mayor secrecion de los
androgenos y al desarrollo de quistes (Lara y col., 1993; Bremer, 2010; Morales-Ledesma vy col.,
2010).
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Modelos de induccion del SOPQ

En busca de la etiologia del SOPQ se han desarrollo modelos experimentales en animales como
roedores, ovejas y primates no humanos en los que se reproducen algunas de las caracteristicas
reproductivas (Maliqueo vy col., 2013) o metabdlicas (Manneras y col., 2007) descritas en las

mujeres con la patologia (Franks, 1995; Flores, 2012; Shiy Vine, 2012).

El empleo de modelos experimentales en roedores proporciona una herramienta versatil para
comprender los mecanismos biologicos asociados con el desarrollo del sindrome. Entre las ventajas
de utilizar la rata y raton sobre otras especies incluye la facilidad de manejo y mantenimiento, el
alto indice de reproduccion, los tiempos de gestacion cortos, los ciclos estrales de corta duracion,
la viabilidad de las manipulaciones genéticas y la asequibilidad (Singh, 2005; Shiy Vine, 2012;
Walters y col., 2012).

Las similitudes conservadas evolutivamente entre los roedores y los humanos sobre la
regulacion del desarrollo folicular, la ovulacién y la secrecion de las hormonas esteroides por el
eje hipotalamico-hipofisario, permiten establecer analogias entre estas dos especies (\Walters y col.,
2012).

Hasta la fecha, los modelos de induccion del sindrome en la rata incluyen la inyeccion de
farmacos hormonales como los esteroides en diferentes etapas de desarrollo, farmacos no
hormonales como los inhibidores de la actividad aromatasa, asi como la exposicion al estrés por
frio (Singh, 2005; Shi y Vine, 2012). El uso de estos modelos permite el desarrollo del
hiperandrogenismo, la alta concentracion de la LH, la anovulacién, la presencia de quistes

foliculares y la resistencia a la insulina (Walters y col., 2012).

Androgenos

En la rata se puede inducir el sindrome a través de la administracion de DHEA (Roy vy col.,
1962), propionato de testosterona (PT) (Beloosesky vy col., 2004; Morales-Ledesmay col., 2017) o
5a dihidrotestosterona (DHT) (Manneras y col., 2007; Walters y col., 2012).

DHEA: es un andrdgeno de corta actividad, empleado en animales desde 1960 en la induccion
del SOPQ (Cinar y Gun, 2016). El tratamiento en ratas durante 20 a 40 dias resulto, en la
anovulacion, la formacion de quistes foliculares y perdida del patron del ciclo estral. La
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concentracion sérica de la LH, los androgenos, los estrogenos y la progesterona aumentaron (Lee
ycol., 1991; Abramovichy col., 2012). Mientras que, la concentracion de las gonadotropinas puede
no modificarse (Henmi y col., 2001) o disminuir (Ward y col., 1978).

PT: es un androgeno derivado sintéticamente de la testosterona. Su administracion puede ser
prenatal o posnatal. En el tratamiento prenatal, las hembras gestantes recibieron una dosis de PT
del dia 16 al 19 de gestacion, lo que resultd en la alteracion del ciclo estral. El analisis de la
morfologia ovarica mostré un aumento en el nimero de quistes, foliculos preantrales y antrales
mientras que, los foliculos preovulatorios y los cuerpos luteos disminuyeron (Tehrani y col., 2014;
Quy col., 2015).

El tratamiento con PT en los primeros 5 dias de vida bloquea la ovulacion al primer estro vaginal
(PEV) (Morales-Ledesmay col., 2017) o en la edad adulta (Huffman y Hendricks, 1981; Morales-
Ledesma y col., 2017). La morfologia ovarica mostrd quistes foliculares y foliculos atrésicos
(McDonald y Doughty, 1972). En ambas edades, la concentracion serica de la LH y el estradiol

aumentaron; sin embargo, la progesterona y la FSH disminuyeron (Morales-Ledesmay col., 2017).

La DHT es un androgeno no aromatizable sintetizado a partir de la testosterona por la enzima
Sa-reductasa. En ratas prepuber, la administracion diaria de 83 pug de DHT a través de pellets de
liberacién continua por 90 dias, resulta en la disrupcion del patron del ciclo estral, ovarios
poliquisticos y anovulacién. La concentracion de la testosterona y el estradiol no se modificaron;
sin embargo, la de progesterona disminuyé (Manneras y col., 2007). El tratamiento prenatal con 3
mg de DHT durante los dias 16-19 de gestacion, aumenta la concentracion serica de la LH, la
testosterona, el estradiol y la progesterona; sin modificar la concentracion de la FSH. El analisis de
la morfologia ovarica revelé un aumento en el nimero de los foliculos preantrales y antrales,
mientras que, el numero de los foliculos preovulatorios y los cuerpos luteos disminuyeron (Wu y
col., 2010).

Estrégenos

El estrogeno mas utilizado en la induccion del SOPQ es el VE, un estrogeno de larga actividad
(Williams y Stancel, 1996). Una inyeccién de VE a los 10 o 14 dias de edad muestra un adelanto
en la canalizacion vaginal y alteraciones en el patron del ciclo estral; ademas, genera el aumento

de la atresia folicular, la anovulacion y los ovarios poliquisticos en la edad adulta. Eventos que se
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acompafian por el aumento de la concentracion de la NA ovarica (Rosa-e-Silva y col., 2003; Cruz
y col., 2012).

Letrozol

El Letrozol, es un inhibidor de la actividad de la aromatasa de tercera generacion, no esteroideo
y altamente especifico (Figura 13). Desde el 2000 se ha empleado en el tratamiento de mujeres
postmenopausicas con cancer de mama. Recientemente ha sido usado como farmaco en el
tratamiento de infertilidad en mujeres con el SOPQ o con resistencia al citrato de clomifeno (He y
Jiang, 2011; Misso y col., 2012; Liu y col., 2017).

Posterior a la primera administracion de Letrozol, la supresion maxima de los estrégenos se
logra entre las 48 a 72 hrs. El farmaco se absorbe en el tracto gastrointestinal con una
biodisponibilidad del 99.9%, posee una vida media en el organismo de 48 h y su via de eliminacion
es a través del higado (Pfister y col., 2001; Lee y Ledger, 2011). En el ovario, actta en las células
de la granulosa, aqui se une competitivamente al grupo hemo de la subunidad del citocromo P450
aromatasa e inhibe la conversion de los andrégenos a los estrogenos (Bhatnagar, 2007). Su
administracion no tiene un efecto significativo sobre la sintesis de los mineralocorticoides o los

glucocorticoides suprarrenales (Pfister y col., 2001; Lee y Ledger, 2011).

N N
Q //
/N

)

N

Figura 13. Estructura quimica del letrozol. Tomado de Lee y Ledger, 2011.
La administracion constante de Letrozol reproduce varias caracteristicas del SOPQ (Kauffman

y col., 2015). Este modelo se basa en el aumento de los androgenos endogenos, resultado del

bloqueo de la aromatizacion (Kafali y col., 2004; Reddy vy col., 2016).

En los modelos de induccion del SOPQ con Letrozol, las dosis empleadas varian desde 0.1 a 3

mg diarios por lapsos de 7 hasta 91 dias. La via de administracion puede ser oral, intraperitoneal o
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subcutanea por pellets de liberacion prolongada. La mayoria de los estudios utilizan a la rata adulta

y muy pocos de ellos usan la rata prepuber.

El tratamiento con Letrozol genera la perdida del patron del ciclo estral y la anovulacion
(Manneras y col., 2007; Maliqueo y col., 2013). La masa del ovario aumenta y su morfologia
muestra multiples quistes foliculares y hemorrégicos, foliculos atrésicos y escasos o nulos cuerpos
luteos (Pandey y col., 2016). Evidencias previas muestran que, el tratamiento con el Letrozol
aumenta la concentracion sérica de la testosterona y de la LH, ademas, la concentracién del
estradiol y de la progesterona disminuye (Baravalle y col., 2006; Zurvarra y col., 2009). Por otra
parte, algunos estudios muestran que la administracion de este farmaco puede alterar la
concentracion de la FSH. Los cambios en esta hormona son controversiales, pues hay autores que
sefialan que aumenta (Baravalle y col., 2006; Zurvarra y col., 2009), otros que disminuye
(Maliqueo vy col., 2013; Kauffman y col., 2015) y otros que no se modifica (Caldwell y col., 2014;
Saiyed y col., 2016). Del mismo modo, algunos autores han mostrado que la concentracion del
estradiol no se modifica (Skarra y col., 2017; Ryan y col., 2018; Khaled y col., 2019).

Efectos de la denervacion simpatica en la rata con el SOPQ

Se ha postulado que el SOPQ es el resultado del aumento en la actividad de las fibras simpéticas
que recibe el ovario (Barria y col., 1993; Laray col., 1993; Rosa-e-Silva y col., 2003). Esta idea se
ve apoyada por el hecho de que, en los animales tratados con el VE, la eliminacion del principal
aporte noradrenérgico, por la seccion bilateral del NOS, restablece la capacidad ovulatoria de los
animales (Morales-Ledesma vy col., 2010).

Cuando se induce el SOPQ por la inyeccidn al nacimiento con 100 pg de PT, la seccion bilateral
del NOS no restablece la ovulacion al primer estro vaginal ni en la etapa adulta (Morales-Ledesma
y col., 2017). Un efecto similar se observa en la rata adulta que fue tratada con 1 mg de testosterona
libre en el primer o quinto dia de nacimiento (Anesetti y Chavez-Genaro, 2015). Estas evidencias
nos permiten sugerir que el desarrollo y mantenimiento del SOPQ originado a partir de diferentes

modelos no siempre es el resultado de la hiperactividad simpatica.
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En la clinica un gran porcentaje de mujeres con problemas de infertilidad presentan el SOPQ,
cuya caracteristica principal es el hiperandrogenismo, acompafiado de la anovulacion y/o

desarrollo de quistes foliculares.

Hasta el momento la etiologia del SOPQ es desconocida, sin embargo, se ha sugerido que
su origen puede estar relacionado con la exposicion temprana a una alta concentracién de los
andrdgenos o al aumento de la actividad de las fibras simpéticas que inervan al ovario a través
del NOS. En el modelo de la rata tratada con VE, se ha observado que la activacion de las
neuronas simpaticas periféricas que inervan al ovario contribuye al aumento en el contenido
y liberacién de la NA ovarica que, a su vez, favorece el aumento en la secrecion de los
andrdgenos. Se ha mostrado que la eliminacion de la informacion simpética, por la seccion

bilateral del NOS o por la simpatectomia quimica, restablece las funciones ovaricas.

Otro modelo que reproduce las caracteristicas del SOPQ es la administracion de Letrozol,
un inhibidor selectivo de la actividad de las aromatasas, sin embargo, se desconocen los
efectos que el farmaco puede tener si este se administra desde la edad infantil. Hasta donde
tenemos conocimiento, no hay reportes que indiquen si el desarrollo de la patologia en este
modelo también es el resultado de la hiperactividad simpética. En el presente estudio se
analizé el efecto de inyectar Letrozol desde los 10 dias de edad hasta la apertura vaginal o
hasta los 60 dias de edad al presentar un estro vaginal, sobre la morfologia del ovario y la
concentracion de las hormonas esteroides, con la finalidad de explicar las alteraciones en la
funcion reproductiva. También se analizo si la ovulacion se puede restablecer al disminuir la

actividad simpatica que transcurre por el NOS.
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HIPOTESIS

En la mujer la hiperactividad de las fibras simpaticas esta asociada con el desarrollo del
SOPQ. En la rata, la exposicion constante al Letrozol es capaz de inducir el
hiperandrogenismo, la morfologia quistica y la anovulacién, entonces, en este modelo el
restablecimiento de la funcion ovarica va a depender del tiempo de exposicion al farmaco y

de la integridad de la inervacion simpatica.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar si en la rata tratada con Letrozol desde la etapa infantil hasta la pubertad o hasta la
edad adulta se producen las caracteristicas que definen al sindrome de ovario poliquistico y

si su desarrollo es mediado por la informacion simpética que inerva al ovario.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la inyeccion de Letrozol cinco veces a la semana desde el dia 10
de vida hasta el momento de la apertura vaginal, sobre el inicio de la pubertad, el
ciclo estral, la concentracién de las hormonas esteroides, la respuesta ovulatoria, la
dindmica del crecimiento folicular y la morfologia ovarica.

2. Analizar el efecto de la inyeccion de Letrozol cada 48 h desde el dia 10 de vida hasta
los 60 dias, sobre la edad de apertura vaginal, el patron del ciclo estral, la
concentracion de las hormonas esteroides, la respuesta ovulatoria, la morfologia
ovarica y la dinamica del desarrollo folicular.

3. Evaluar en la rata inyectada con letrozol desde el dia 10 de vida hasta los 60 dias de
edad el efecto de la seccion bilateral del nervio ovarico superior a los 50 dias de edad,
sobre el ciclo estral, la concentracion de las hormonas esteroides, la respuesta

ovulatoria, la morfologia ovarica y la expresion de la TH en el ovario.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron ratas hembra, de diez dias de edad
pertenecientes a la cepa ClI-ZV. Los animales fueron mantenidos con iluminacién controlada
de 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), temperatura de
22 £ 2 °C, con libre acceso a la madre hasta el destete y posteriormente al agua y alimento.
En todos los casos se siguio lo establecido por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para
el uso de animales de experimentacion (NOM-062-Z00-1999), especificaciones técnicas
para la proteccidn, el cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Los animales fueron colocados en grupos de seis a siete crias por camada (cinco o seis
hembras y un macho) y el destete se realizd a los 24 dias de edad. Los frotis vaginales para
el analisis citologico del ciclo estral y los tratamientos farmacologicos se realizaron entre las
09:00 y 10:00 horas.

En la figura 14, se muestra el diagrama de los grupos experimentales utilizados en los tres

modelos de este estudio.

MODELO |

Grupo Testigo Absoluto (TA): Ratas hembra intactas fueron sacrificadas en el dia del
primer estro vaginal.

Tratamiento con el vehiculo (Vh) o Letrozol: Ratas hembra inyectadas por via
intraperitoneal con 0.1 mL de solucidn salina que fungié como el Vh o con 0.5 mg de Letrozol
(Femara, Novartis Pharma AG, Stein, Suiza) disuelto en 1.0 mL del VVh por cada Kg de masa
corporal. Las inyecciones se realizaron cinco veces a la semana, desde los 10 dias de edad
hasta el dia de la apertura vaginal.

Los animales fueron sacrificados cuando presentaron el primer estro vaginal (Figura 14 A).

MODELO Il

Grupo TA: Ratas hembra intactas fueron sacrificadas a los 60 dias de edad en el dia del

estro.
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MATERIALES Y METODO

Tratamiento con Vh o Letrozol: Animales de 10 dias de edad fueron inyectados con el Vh
0 Letrozol cada 48 h, hasta los 60 dias de edad y al presentar un estro vaginal fueron

sacrificados (Figura 14 B).
MODELO IlI1

Los animales TA o inyectados desde los 10 dias de edad con el VVh o Letrozol cada 48 h, al
llegar a los 50 dias edad fueron sometidos a alguna de las siguientes manipulaciones
quirurgicas (Figura 14 C):

e Operacion Simulada (OS): en este procedimiento los animales fueron anestesiados
con éter, posteriormente se les realiz6 bilateralmente una incision dorso lateral de
aproximadamente 2 cm en piel, masculo y peritoneo. Asimismo, se suturd la herida
sin tocar ningun 6érgano, se aplico alcohol yodado y se esper6 a que los animales se
recuperaran antes de ser regresados al bioterio. Los animales fueron sacrificados
aproximadamente a los 65 dias de edad en el dia del estro.

e Seccion Bilateral del NOS (SBNO): los animales fueron anestesiados con éter y
sometidos a una incision dorso lateral de forma bilateral en piel, masculo y peritoneo
de aproximadamente 2 cm, a través de la cual se exterioriz6 el ovario unido al Gtero.
Se identifico el ligamento suspensorio por el cual transcurre el NOS y se procedié a
realizar la seccion del NOS. EIl ovario se regreso a la cavidad peritoneal y se suturd
la herida, se aplico alcohol yodado y se espero a que los animales se recuperaran antes
de ser regresados al bioterio. Los animales fueron sacrificados aproximadamente a
los 65 dias de edad en el dia del estro.

Todos los grupos se revisaron diariamente hasta que se presentd la canalizacion de la vagina,
momento en el cual se comenzo la toma de frotis vaginales. Los frotis fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y analizados en el microscopio oOptico OPTIPHOT-2 (Nikon
Instruments Inc., USA), algunos animales fueron sacrificados al presentar el primer estro
vaginal (Modelo I) y en otros (Modelo Il y I11) se continué por un lapso de ocho dias, el cual
se reanudod ocho dias antes de que culminara el tratamiento, con el fin de contar con un

registro del patrén del ciclo estral de los animales.
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MATERIALES Y METODO

A) Modelo I B) Modelo 11

Rat:;s hembra (‘Il—iV

4 7‘\\,
10 dias de edad Ratas hembra CII-Z

10 dias de edad

Inyeccion ip Inyeccion ip
cinco veces a la semana Cada 48 h

Letrozol TA Letrozol
0.5 mg/Kg \ 0.5 mg/Kg

\ J N J

Autopsia en el primer Autopsia entre los 60 a 65 dias de
estro vaginal edad en el estro vaginal.

C) Modelo 111

Ratas hembra CII-ZV
10 dias de edad

Inyeccion ip
Cada 48 h

Letrozol
0.5 mg/Kg

J

0.1 mV/Kg/dia

50 dias

VAR "

OSj SBNgj

Autopsia entre los 60 a 65 dias
de edad en el estro vaginal.
Figura 14. Diagrama de flujo que muestra los grupos experimentales empleados en: A) Modelo I, B) Modelo

I1'y C) Modelo I1l. Donde: TA: Testigo absoluto; Vh: Vehiculo; SBNO: Seccion Bilateral del Nervio Ovarico
Superior y OS: Operacion simulada.
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MATERIALES Y METODO

Procedimiento de Autopsia

Previo al momento del sacrificio se registr6 la masa corporal, los animales fueron
sacrificados por decapitacion y se colectd la sangre del tronco, que se dejé coagular a
temperatura ambiente aproximadamente por 15 min. Posteriormente, la sangre se centrifugd
a 3500 r.p.m. durante 15 min. El suero fue dividido en alicuotas y las muestras se congelaron
a -20 °C hasta el momento de la cuantificacion de las horomonas esteroides, mediante la
técnica de Quimioluminiscencia.

En el momento de la autopsia, se disecO y pesoé el Utero, las adrenales y los ovarios. Los
oviductos fueron separados de los ovarios y, a través del microscopio estereoscépico
SMZ800N (Nikon Instruments Inc., USA), se contaron los ovocitos contenidos en cada

oviducto.

Valoracion de la dinamica del crecimiento folicular

Los ovarios de los animales empleados en cada modelo experimental fueron fijados en Bouin
durante 24 horas y posteriormente se colocaron en alcohol al 70% hasta el momento de
realizar la deshidratacion y la inclusion en paraplast (Surgipath Paraplast, Leica Biosystem,
USA). Se realizaron cortes histoldgicos seriados de 10 um en el microtomo rotatorio manual
202A (ECOSHEL, USA), los cuales fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina.

El diametro folicular se midié en aquellos foliculos cuyo ovocito presentd nucleo y
nucleolo bien definido. Las mediciones se realizaron en un microscopio 6ptico OPTIPHOT-
2 (Nikon Instruments Inc., USA) con la ayuda de un ocular micrométrico. El didmetro mayor
(D1) y el perpendicular a éste (D2), correspondieron a la distancia tomada de un extremo a
otro de la membrana basal (Figura 15). EI didmetro promedio (Dp) se calculé con la relacion:
Dp= (D1 + D2)/2 (Rosas, 2006).
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MATERIALES Y METODO

Figura 15. Representacion esquematica de la medicion del diametro folicular. Di: Diametro mayor 1; Da:
Di&metro perpendicular.

La dinamica del crecimiento folicular se evalu6 a través de la proporcion de los foliculos
sanos, atrésicos y quistes foliculares. Los foliculos con un diametro menor o igual a 349 um
se consideraron como foliculos pequefios, los que presentaron un diametro entre las 350 a
449 um como foliculos medianos y finalmente aquellos con un didmetro mayor o igual a 450
um como foliculos preovulatorios. Se consideraron como foliculos atrésicos aquellos que
presentaron al menos una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear, descamacion de
las células de la granulosa en la cavidad antral e hiperplasia en la capa de las células de la

teca (Greenwald y Roy, 1994).

Fueron definidos como quistes foliculares (Figura 16 A) aquellos que presentaron una
cavidad antral amplia, disminucion de las capas de la granulosa, hiperplasia tecal y ausencia
del ovocito (Brawer y col., 1986; Lara y col., 2000). Los quistes hemorragicos (Figura 16 B)
fueron aquellos quistes en cuyas cavidades se observo la presencia de restos de sangre (Y offe
y col., 1991). Se consideraron como prequistes foliculares aquellas estructuras que se
encontraban en un estadio transitorio entre un foliculo preovulatorio y un quiste folicular. De
acuerdo con Lara y colaboradores (2000), estas estructuras de transicion son denominadas
foliculos tipo 11, caracterizadas por la presencia o la ausencia del ovocito, asi como cuatro o
cinco capas de células de la granulosa, con teca aparentemente normal y presencia de

invaginaciones y evaginaciones en la pared folicular (Figura 16 C).
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MATERIALES Y METODO

Figura 16. Aspectos morfologicos de: A) un quiste folicular (Tomado de Pandey y col., 2016); B) un quiste
hemorragico (Tomado de Ryan y col., 2018) y C) prequiste folicular (Tomado de Manneras y col., 2007). Q:
Quiste folicular; QH: Quiste hemorragico; PQ: Prequiste folicular; CG: Células de la granulosa; CT: Células
de la teca; Ov: Ovocito; HT: Hiperplasia tecal; In: Invaginaciones; Ev: Evaginaciones.

Cuantificacion de las hormonas esteroides

La medicion de la concentracién de la progesterona, la testosterona y el estradiol se realizd
mediante la técnica de Quimioluminiscencia. Para ello se tomaron alicuotas con un volumen
aproximado de 500 pL por muestra de suero y se colocaron dentro de un microtubo y se
ingresaron al equipo IMMULITE 1000 (Siemens Healthcare Diagnostics, USA). Una vez
dentro, el equipo tomé 25 pL de muestra y la deposité en la fase sélida que contenia el
anticuerpo policlonal para la progesterona, la testosterona o el estradiol.

Posteriormente se afiadio la hormona conjugada con fosfatasa alcalina y se dejo incubar
con agitacion intermitente durante una hora a 37 °C para la cuantificacion de la testosterona
y el estradiol y 30 min para cuantificacion de la progesterona. Después de la incubacién, el
conjugado enzimatico no unido fue eliminado por centrifugacion. Se agregd el sustrato
quimioluminiscente y se incub6 durante 10 minutos.

La concentracion sérica de progesterona se expreso en ng/mL, mientras que, testosterona

y estradiol en pg/mL. Los valores de los coeficientes de variacion intraensayo e interensayo

Maria Fernanda Meza Medina 45



MATERIALES Y METODO

fueron 6.7 y 7.9% para progesterona, 9.5% y 11.7 % para testosterona y 7.1 y 8.3 para

estradiol, respectivamente.

Perfusion

Con la finalidad de observar si la expresion de la TH se modifica por efecto de la
denervacion simpatica, se analizé la expresion de la enzima en los ovarios de ratas inyectadas
con Letrozol y sometidas a la SBNO. Los animales fueron sobreanestesiados con
pentobarbital sdédico (40 mg/Kg de peso corporal) y se les realizé una perfusion intracardiaca
con una bomba peristaltica (Pump Med Flow 4.0- 85.0 mL/min, Thomas Scientific, USA), a
través de la cual se pasaron 150 mL de solucion salina que fungié como solucion limpiadora,
seguida de 150 mL de paraformaldehido al 4% como solucidn fijadora, a una velocidad de 8
mL/min. Al finalizar la perfusion, se extrajeron las glandulas adrenales que fungieron como
control positivo y los ovarios. Los érganos fueron mantenidos en paraformaldehido al 4%
por 24 h. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con buffer de fosfatos
(PBS) a un pH de 7.4. Para su criopreservacion se colocaron por 24 h en solucién de sacarosa
al 10%, al dia siguiente se colocaron en sacarosa al 20%. Finalmente, se colocaron en una
solucion de sacarosa al 30% esta Gltima solucion, fue cambiada semanalmente hasta el

momento de realizar los cortes histoldgicos.

Analisis de la expresion y cuantificacion de la TH

Los ovarios de los animales sacrificados por perfusion intracardiaca, fueron cortados a 7
um de grosor mediante el criostato Leica CM1520 (Leica Biosystems, DE) a -20 °C. Los
cortes seleccionados fueron aquellos que incluian la parte central del ovario, estos se
montaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con silano, con base en la metodologia
descrita por Venegas y colaboradores (2015).

Las laminillas fueron lavadas tres veces con PBS-1X (PBS con 0.5% de Triton X-100).
Las secciones fueron incubadas por 15 min en triton-PBS al 0.5%. Posteriormente se
incubaron en albumina de suero bovino al 2% libre de 1gG (BSA sigma) durante 2 h para
reducir la tincion de fondo y se incubaron durante 72 h a 4 °C con un anticuerpo policlonal
de conejo anti-TH (1:200) (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA).
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Después de la incubacidn con el aniticuerpo primario, las laminillas fueron lavadas dos
veces con triton- PBS por 10 min y una vez con PBS-1X. Las laminillas se incubaron con un
anticuerpo secundario (anti-conejo acoplado a fluoresceina FITC) (Jackson Immuno
Research Laboratories Inc., USA) durante una hora. Al finalizar, los tejidos se lavaron tres
veces con PBS por 10 min cada uno.

Los cortes fueron tefiidos con DAPI-Vecta-shield (Vector Labs., USA.) para contra tefiir
los nucleos de las células.

La adquisicion y procesamiento de las iméagenes se realizo en el lector de placas acoplado
a microscopia, fluorescencia, luminiscencia y espectroscopia Cytation 5 y el software Gen5
version 3.05 para Windows (BioTek, Instruments, Inc.USA). El analisis de las imagenes se
realizo en el sistema Nis-Elements BR 3.0 (Nikon, USA), se emplearon cuatro cortes seriados
de cada grupo. La inmunohistofluorescencia se calculé como el nimero total de pixeles por
el area total evaluada mediante el analisis de segmentacion de color, que produce la

cuantificacion de los objetos de un color especifico (verde).

Analisis Estadistico

A todos los datos obtenidos se les aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. En los
casos donde la distribucion fue normal se aplicaron pruebas paramétricas. Establecido lo
anterior, los resultados de la masa corporal, la masa relativa de los ovarios, del Gtero y de las
adrenales (mg del 6rgano/100 g de la masa corporal del animal), asi como, la concentracion
sérica de las hormonas esteroides se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza
Multifactorial (ANDEVA) de un factor, seguida por la prueba de comparacién multiple o
pos-hoc Tukey-Kramer. Asimismo, los resultados del modelo 111 se analizaron mediante una
prueba de ANDEVA de dos vias, tomando al frupo asignado (TA, Vh o Letrozol) como el
primer factor y al tratamiento quirdrgico (OS o SBNO) como el segundo, seguido por la
prueba de comparacion maltiple Tukey-Kramer.

El nimero de los ovocitos liberados por ambos ovarios fue analizado por la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de comparacion de Dunn. El porcentaje de animales
ovulantes, el porcentaje de los foliculos sanos y el porcentaje de tiempo en cada etapa del

ciclo estral se analiz6 por la prueba de X2. Los datos de fluorescencia se analizaron mediante
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la prueba “t” de Student. Por otra parte, los datos de la edad de la apertura vaginal, del primer
estro vaginal y de la dindmica del crecimiento folicular se muestran con la medianay el rango
intercuartil y se analiazaron mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Se consideraron como estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya
probabilidad fue igual o menor a 0.05. El programa estadistico empleado fue Prism 8 version
8.0.2 (GraphPad Software Inc., USA) para Windows.
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RESULTADOS

Modelo I. Inyeccion de letrozol en ratas infantiles, hasta el momento de la

apertura vaginal

Inicio de la Pubertad

La mediana de los dias de la apertura vaginal y del primer estro vaginal de las hembras
inyectadas con el VVh o Letrozol fue mayor respecto al grupo TA. Como se puede observar
en el Cuadro 1, el tratamiento con Leterozol resultd en el retraso del primer estro vaginal de

aproximadamente nueve dias respecto al grupo TA y seis dias respecto al grupo Vh.

Cuadro 1. Medianay el rango intercuartil (mostrado entre los paréntesis) de la edad de apertura vaginal (EAV)
y del primer estro vaginal (PEV) de animales testigo absoluto (TA) o inyectados desde los 10 dias de edad con
el vehiculo (Vh) o Letrozol cinco veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el
primer estro vaginal.

Grupo EAV PEV
(Dias) (Dias)
TA 36 (35, 36.5) 37 (37, 38)
Vvh 39 (38, 40) * 40 (39, 44.5) *
Letrozol 40 (39, 43) * 46 (43.7,48) * @

* P<0.05: vs. TA; @ P<0.05 vs. Vh (Prueba U de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

Ciclo estral

En las hembras intactas, asi como en las inyectadas con el VVh o Letrozol presentaron diestro
al momento de la apertura vaginal. Las hembras inyectadas con Letrozol permanecieron méas
de seis dias en esta etapa (Figura 17) mientras que, las TA o las inyectadas con el Vh

mostraron un ciclo estral regular.

E . —0— TA

B —{1 Vh

Etapas
A

E _ Letrozol

35 37 39 4 41 43 45 47
Edad del animal (dias)

f Indica el dia de la apertura vaginal

Figura 17. Patron representativo del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o inyectados desde los 10
dias de edad con el vehiculo (Vh) o Letrozol cinco veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y
sacrificados en el primer estro vaginal. D1: Diestro 1; D,: Diestro 2; P: Proestro y E: Estro. La flecha de color
azul indica el dia de la apertura vaginal.
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RESULTADOS

Masa corporal y masa relativa de la masa ovarica, masa adrenal y del Gtero

En comparacion con el grupo TA, los animales inyectados con Letrozol mostraron mayor

peso corporal; asi como la disminucidon en la masa adrenal y del Utero, si bien en los animales

inyectados con el Vh se observd una tendencia similar, esta no fue estadisticamente

significativa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media + e.e.m de la masa corporal (g) y de la masa relativa (mg/100 g PC) de la masa ovarica, la
masa adrenal y del Gtero de animales testigo absoluto (TA) o inyectados desde los 10 dias de edad con el
vehiculo (Vh) o Letrozol cinco veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el primer

estro vaginal.

Masa Masa Masa .
Grupo - Utero
corporal ovarica adrenal
TA 117.3+3.2 26.4+1.4 275+2.0 163.8 + 8.3
Vh 127.2+2.3 302+£22 22.7+25 137.8+£13.0
Letrozol | 139.8£3.5% e 326124 200+ 1.7% 120.5+ 11.9 *

* P<0.05: vs. TA; @ P<0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida por la prueba comparacién multiple

Tukey-Kramer).
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Respuesta ovulatoria

RESULTADOS

En ratas hembra el tratamiento con Letrozol desde los 10 dias de edad hasta la apertura

vaginal no modifico el porcentaje de animales ovulantes ni el nimero de los ovocitos

liberados por ambos ovarios, en comparacion con animales TA o inyectados con el Vh

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de animales ovulantes y la media + e.e.m del nimero de los ovocitos liberados por el
ovario izquierdo y derecho de ratas testigo absoluto (TA) o inyectadas desde los 10 dias de edad con el vehiculo
(Vh) o Letrozol cinco veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el primer estro

vaginal.
Porcentaje No. Ovocitos liberados i
Grupo | n | de animales Ovario Ovario No. Ovocitos
o totales
ovulantes izquierdo derecho
TA 11 100 47+0.7 46+0.6 8.9+0.8
Vh 12 91.6 3.3+04 3.4+0.6 6.4+0.8
Letrozol | 10 100 46+1.0 3.0+£0.5 6.6+1.0
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RESULTADOS

Concentracion de las hormonas esteroides

La inyeccion de Letrozol no modifico la concentracion de la progesterona (Figura 18 A); sin
embargo, se observd el aumento en la concentracion de la testosterona respecto al grupo TA
o inyectado con el VVh (Figura 18 B). En contraste, la inyeccion de Letrozol resulté en el

aumento de la concentracion del estradiol respecto a los animales TA (Figura 18 C).
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Figura 18. Media * e.e.m. de la concentracién sérica de: A) progesterona, B) testosterona y C) estradiol, de
animales testigo absoluto (TA) o inyectados desde los 10 dias de edad con el vehiculo (Vh) o Letrozol, cinco
veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el primer estro vaginal. * P<0.05 vs.
TA; @ P<0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de comparacion multiple Tukey-Kramer).
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RESULTADOS

Histologia ovarica y dinamica del crecimiento folicular

La histologia ovarica de los animales inyectados con el VVh (Figura 19 B) no se modificd
respecto a la observada en las hembras TA (Figura 19 A), en ambos, se observan foliculos
en todas las etapas del desarrollo, asi como la presencia de cuerpos luteos. Estas mismas
estructuras también fueron visibles en los ovarios de las hembras inyectadas con el Letrozol,
sin embargo, en estos se observé la formacién de prequistes y quistes foliculares (Figura 19
C).

Letrozol

Figura 19. Micrografia a 4x que muestra de manera representativa la histologia ovarica de animales A) Testigo
absoluto (TA) o inyectados desde los 10 dias de edad con B) el vehiculo (Vh) o C) Letrozol, cinco veces a la
semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el primer estro vaginal. FD: Foliculos en
Desarrollo; CL: Cuerpo Luteo; PQ: Prequiste y QF: Quiste Folicular. Tincion hematoxilina-eosina.
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RESULTADOS

En las hembras inyectadas con el Letrozol desde los 10 dias de edad hasta la pubertad, no
se observaron modificaciones en la mediana del nimero de los foliculos totales, sanos o
atrésicos, respecto a las hembras inyectadas con el VVh. Como se observé en la histologia
ovarica, solo los animales inyectados con el Letrozol mostraron prequistes y quistes
foliculares (Cuadro 4).

Cuadro 4. Mediana y el rango intercuartil (el cual se muestra entre paréntesis) del nimero de foliculos totales,
sanos, atrésicos, prequistes y qustes de animales inyectados desde los 10 dias de edad con el vehiculo (Vh) o
Letrozol cinco veces a la semana hasta el dia de la apertura vaginal y sacrificados en el primer estro vaginal.

NuUmero de foliculos

Grupo
Totales Sanos Atrésicos | Prequistes | Quistes

Vh | 108 (104, 132) | 80 (78, 104) | 28 (26, 28) - -

Letrozol | 92 (62,101) | 48(30,64) | 24(22,26) | 10(8,13) | 3(25)

La inyeccion de Letrozol desde los 10 dias de edad hasta la apertura vaginal resulté en la
disminucion del porcentaje de los foliculos sanos pequefios con un diametro menor a 349 um
respecto al grupo Vh. A pesar de esta disminucion el porcentaje de los foliculos medianos o

preovulatorios no se modifico respecto a los animales inyectados con el VVh (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de foliculos sanos pequefios con un didametro menor o igual a 349 um, medianos con
diametro de 350 a 449 um y preovulatorios con didmetro mayor a 450 um. Los animales fueron inyectados
desde los 10 dias de edad con el vehiculo (Vh) o Letrozol cinco veces a la semana hasta la apertura vaginal y
sacrificados en el primer estro vaginal. El 100 % correspondi6 al total de los foliculos considerados en cada
tratamiento. @ P<0.05 vs. Vh (Prueba X?).
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RESULTADOS

Modelo I1. Inyeccion de letrozol en ratas infantiles hasta los 60
dias de edad

Inicio de la Pubertad

En las hembras inyectadas con Letrozol la mediana de los dias de la apertura vaginal fue
menor respecto al grupo TA o inyectado con el Vh, es decir, este grupo present6 un adelanto
de la apertura vaginal. Por el contrario, el tratamiento con Letrozol resultd en el retraso del

primer estro vaginal respecto al grupo TA'y al grupo tratado con el Vh (Cuadro 5).

Cuadro 5. Medianay el rango intercuartil (mostrado entre los paréntesis) de la edad de apertura vaginal (EAV)
y del primer estro vaginal (PEV) de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 horas desde los 10
dias de vida con el vehiculo (Vh) o Letrozol hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizo
en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento.

Grupo E'?‘V P[,EV
(Dias) (Dias)
TA 35 (34, 35) 36 (35, 37)
Vh 35 (34, 38) 37 (35, 43)
Letrozol | 31 (30, 32) *e 66 (65, 68) *e

* P<0.05: vs. TA; e P<0.05 vs. Vh (Prueba U de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

Patron del ciclo estral

En la Figura 21, se muestra el patron del ciclo estral de los dos periodos de toma de frotis
vaginal. En las hembras intactas o inyectadas con el Vh se observaron todas las etapas del
ciclo estral en patrones ciclicos. El porcentaje de tiempo que ambos grupos pasaron en la
etapa del diestro (TA: 42% vs. Vh: 44.4 %), proestro (TA: 27% vs. Vh: 28.2%) y estro (TA:
31% vs. Vh: 27.4 %) fue similar (Figura 22).

Los animales inyectados con el Letrozol fueron aciclicos, sus frotis vaginales se
caracterizaron por la presencia de leucocitos, tipo celular dominante de la etapa del diestro.
Esta condicion no se modifico aproximadamente cinco dias después de que el farmaco se
dejara de administrar (Figura 21). Cabe resaltar que estos animales permanecieron mas del

90 % del tiempo en esta etapa (Figura 22).
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Figura 21. Patron representativo del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 horas
con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales
se realizo en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. D1: Diestro; D,: Diestro 2; P: Proestro y
E: Estro. La flecha en color azul significa el dia de la apertura vaginal.
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Figura 22. Porcentaje del tiempo en cada etapa del ciclo estral de animales testigo absoluto (TA) o inyectados
cada 48 horas con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. La eutanasia
de los animales se realizo en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. * P<0.05 vs. TA; ® P<0.05
vs. Vh (Prueba X?).

Masa corporal y masa relativa de la masa ovarica, masa adrenal y del Gtero

La inyeccion del Vh resulto en la disminucion de la masa adrenal, respecto al grupo TA.
En cambio, el tratamiento con el Letrozol provocé el aumento de la masa corporal y ovarica,
ademas, disminuyo la masa adrenal y del Gtero, respecto a los animales TA o inyectados con
el Vh (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media + e.e.m de la masa corporal (g) y de la masa relativa (mg/100 g MC) de la masa adrenal,
masa ovarica y del Utero de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 horas desde los 10 dias de
vida con vehiculo (Vh) o Letrozol hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizé en el estro
vaginal inmediato al termino del tratamiento.

Grupo | n Masa M,afa Masa Utero
corporal ovarica adrenal
TA | 10| 185.0+4.6 285+ 1.1 27.5+0.8 146.6 + 6.2
Vh 111 1952443 243+1.0 223+13% 144.6 +10.0
Letrozol [ 15 [ 7183+ 40%e | 41.5+1.7%e | 20.6+09%e | 110.5+6.8 *e

*#P<0.05vs. TA; @ P<0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de comparacion multiple

Tukey-Kramer).

Maria Fernanda Meza Medina

58



RESULTADOS

Respuesta ovulatoria

Las hembras tratadas con el Vh no presentaron modificaciones en el porcentaje de
animales ovulantes ni en el nimero de ovocitos liberados, por el ovario izquierdo o derecho
con respecto al grupo TA (Figura 23, A). Por otro lado, s6lo dos de 15 animales inyectados
con el Letrozol ovularon (Figura 23, B), con una cuota ovulatoria baja, de un ovocito por el

ovario izquierdo y 2 y 3 por el derecho (Figura 23, B).
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Figura 23. A) Porcentaje de animales ovulantes y B) media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo y derecho de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 horas desde los 10 dias de
vida con el vehiculo (Vh) o Letrozol hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizo en el
estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. Entre paréntesis se muestra el nimero de animales que
ovularon y el total de ovocitos liberados. * P<0.05 vs. TA; ® P<0.05 vs. Vh (su respectivo ovario; Prueba de
X3).
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RESULTADOS

Concentracion de las hormonas esteroides

En las hembras inyectadas con el Vh la concentracion de la progesterona no fue
estadisticamente diferente respecto al grupo TA; sin embargo, disminuyd en las tratadas con
el Letrozol (Figura 24, A). La concentracion de la testosterona aumentd por la inyeccion de
Letrozol (Figura 24, B), no obstante, la concentracion del estradiol fue menor en las ratas

inyectadas con el VVh o el Letrozol respecto al grupo intacto (Figura 24, C).
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Figura 24. Media * e.e.m. de la concentracién sérica de: A) progesterona, B) testosterona y C) estradiol, de
animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 horas con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de
vida hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales se realiz6 en el estro vaginal inmediato al termino

del tratamiento. ¥ P<0.05 vs. TA; ®P<0.05 vs. Vh (ANDEVA, seguida de la prueba de comparacién multiple
Tukey-Kramer).
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RESULTADOS

Histologia ovarica y dinamica del crecimiento folicular

La histologia ovarica de las hembras TA (Figura 25, A) exhibe numerosos foliculos en
desarrollo y presencia de cuerpos luteos, indicativo de ovulacion, un patron semejante se
observd en la morfologia ovarica de hembras inyectadas con el VVh (Figura 25, B). Por otra
parte, en el corte representativo de los animales inyectados con el Letrozol (Figura 25, C), se
observa la ausencia de cuerpos lateos y escaso desarrollo folicular. En estas hembras se

observo la formacion de prequistes, quistes foliculares y quistes hemorragicos.

A)

Letrozol

Figura 25. A) Micrografia a 4x de la histologia ovarica de animales A) testigo absoluto (TA) o inyectados cada
48 horas con B) el vehiculo (Vh) o C) Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. La eutanasia
de los animales se realizé en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. FD: Foliculos en desarrollo;
CL: Cuerpo Luteo y QH: Quiste hemorragico. Tincién con la técnica de hematoxilina-eosina.
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El estudio de la dinamica del crecimiento folicular mostro que, la inyeccién del Letrozol
no modificd la mediana del nimero de los foliculos totales, sanos y atrésicos respecto al
grupo tratado con el VVh (Cuadro 7). Si bien no se modificé la poblacion de los foliculos, la
inyeccion con Letrozol favorecio el desarrollo de estructuras prequisticas y quisticas (Cuadro
7).

Cuadro 7. Mediana y el rango intercuartil (el cual se muestra entre paréntesis) del nimero de foliculos totales,
sanos, atrésicos, prequistes y qustes de animales inyectados cada 48 horas con el vehiculo (Vh) o Letrozol
desde los 10 dias de edad hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizé en el estro vaginal
inmediato al termino del tratamiento.

NUmero de foliculos

Grupo Quistes

Totales Sanos Atrésicos | Prequistes | Quistes hemorragicos

Vh | 175 (170, 222)| 130 (121, 165) |49 (45, 57) - - -

Letrozol| 140 (123, 156)| 81 (66, 95) |40 (39, 45)| 12 (8,13) |8 (4,8)| 5(3,5)

En comparacién con el grupo inyectado con el Vh, las hembras tratadas con Letrozol
mostraron una disminucién en el porcentaje de los foliculos sanos con un didmetro promedio
menor de 349 um (Figura 26). No obstante, el porcentaje de los foliculos sanos medianos o
preovulatorios no se modificd entre ambos grupos (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de los foliculos sanos pequefios con un diametro menor o igual a 349 pum, medianos con
diametro de 350 a 449 um y preovulatorios con diametro mayor a 450 um, de animales inyectados cada 48 h
con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de edad hasta los 60 dias de edad. La eutanasia de los animales
fue en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. EI 100 % correspondié al total de los foliculos
considerados en cada tratamiento. e P< 0.05 vs. Vh (Prueba X?).
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RESULTADOS

Modelo I11. Efecto de la SBNO a los 50 dias de edad en ratas inyectadas

con Letrozol desde el dia 10 de vida hasta los 60 dias de edad.

Masa corporal y masa relativa de los ovarios, las adrenales y el Gtero

La operacién simulada realizada en los animales inyectados con el Vh no modifico la
masa corporal, la adrenal, la ovarica o la del dtero. Sin embargo, en las hembras inyectadas
con el Letrozol, la OS result6 en el aumento de la masa corporal y ovérica; efecto contrario
se observo en la masa adrenal y del Utero respecto al grupo Vh sometido a la misma cirugia
(Cuadro 8).

En las hembras inyectadas con el Vh, la SBNO resulté en el aumento de la masa
adrenal, en cambio, la masa corporal, la ovarica o la del utero no se modificd. En contraste,
en las hembras inyectadas con el Letrozol, la denervacion bilateral resultd en el aumento de
la masa corporal y la ovarica, ademas, en estas se observo la disminucion de la masa adrenal
y del utero respecto al grupo Vh sometido a la SBNO (Cuadro 8).

Cuadro 8. Media * e.e.m de la masa corporal (g) y de la masa relativa (mg/100 g masa corporal) de la masa
ovarica, adrenal y la del Utero de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 h con el vehiculo (Vh)
o0 Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. Los animales fueron sometidos a la operacion
simulada (OS) o a la seccion bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia
de los animales se realizo en el estro inmediato al termino del tratamiento.

Masa Masa Masa ,
Grupo , . Utero
corporal ovarica adrenal
TA OS 195.0+12.3 253+2.0 26.7+1.8 148.1 £9.7
Vh OS 198.6 £3.8 2950+1.4 292 +1.7 150.75+9.2

Letrozol OS 237.1+43 % | 392+34 % 215+12 % 101.7+ 8.7 %

TA SBNO 198.3+2.7 31.7+ 1.2 244 +0.8 141.0 £ 8.6

Vh SBNO 198.7+2.9 30.5+2.3 300144 141.0+ 8.6

Letrozol SBNO | 2485+5.1e | 50.5+42eaA 21.8t12e@ 1000+2.6 @

4 P<0.05vs. TA SBNO; * P<0.05 vs. Vh OS; @ P<0.05 vs. Vh SBNO; a P<0.05 vs. Letrozol
OS (ANDEVA de dos factores, seguida por la prueba de comparacion mdaltiple Tukey-
Kramer).
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RESULTADOS

Respuesta ovulatoria

En los animales TA o inyectados con el Vh, la OS o la seccion bilateral del NOS no
modifico el porcentaje de animales ovulantes, ni el nimero de ovocitos liberados. Por otro
lado, se observd que aproximadamente el 85% de las hembras inyectadas con el Letrozol y
sometidas a la OS ovularon. EI 50% de las hembras inyectadas con el Letrozol respondieron
a la denervacion bilateral, con una cuota ovulatoria baja respecto al grupo inyectado con el
Vh y sometido a la SBNO (Figura 27).
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Figura 27. A) Porcentaje de animales ovulantes y B) la media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo y ovario derecho de animales testigo absoluto (TA) o inyectados cada 48 h con el vehiculo
(Vh) o Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. Los animales fueron sometidos a la
operacion simulada (OS) o a la seccidn bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La
eutanasia de los animales se realizo en el estro inmediato al termino del tratamiento. * P<0.05 vs. TA OS; ¢
P<0.05 vs. TA SBNO (ANDEVA de dos vias, seguida de la prueba Tukey-Kramer).
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RESULTADOS

Concentracion de hormonas esteroides

En las hembras inyectadas con el Letrozol se observo que la SBNO aumenté la
concentracion de la progesterona, disminuyd la concentracion de la testosterona y no
modificd la concentracion del estradiol, respecto al grupo inyectado con el Vh y sometido a
la misma cirugia (Figura 28). En las hembras inyectadas con el Letrozol, la OS no modificd
la concentracion de la progesterona y la testosterona, sin embargo, disminuyo la del estradiol
(Figura 28).
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Figura 28. Media * e.e.m de la concentracion sérica de: A) progesterona, B) testosterona y C) estradiol derecho
de animales inyectados cada 48 h con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias
de edad. Los animales fueron sometidos a la operacion simulada (OS) o a la seccion bilateral del nervio ovarico
superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizo en el estro inmediato al termino
del tratamiento. % P<0.05 vs. Vh OS, ® P<0.05 vs. Vh SBNO, A P<0.05 vs. Letrozol OS (ANDEVA de dos
factores, seguida por la prueba de comparacion multiple Tukey-Kramer).
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RESULTADOS

Morfologia ovarica

En las hembras TA o inyectadas con el Vh, la OS o la seccion bilateral del NOS no
modificd la morfologia ovarica, en estos animales se observan foliculos en varias etapas de
desarrollo y cuerpos luteos (Figura 29, A). La histologia ovarica de las hembras inyectadas
con el Letrozol y sometidas a la OS también mostraron foliculos en desarrollo y cuerpos
luteos, asi como mdltiples prequistes foliculares y quistes hemorragicos (Figura 29, A). Si
bien en el grupo inyectado con Letrozol y sometido a la denervacion bilateral del NOS, la
morfologia ovarica no difirié en cuanto a la presencia de estructuras quisticas, cuerpos luteos
y foliculos en desarrollo (Figura 29, A) es conveniente remarcar, que se observd la presencia

de foliculos preovulatorios luteinizados con ovocito atrapado (Figura 29, B).
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RESULTADOS

TA OS TA SBNO

Figura 29. Micrografia a 4x que muestra de manera representativa la histologia ovarica de animales testigo
absoluto (TA) o inyectados cada 48 h con el vehiculo (Vh) o Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60
dias de edad. Los animales fueron sometidos a la operacién simulada (OS) o a la seccion bilateral del nervio
ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizé en el estro inmediato
al termino del tratamiento; B) Micrografia a 10x que muestra un foliculo preovulatorio luteinizado con ovocito
atrapado. FD: Foliculos en Desarrollo; CL: Cuerpo Luteo; PQ: Prequiste; Q: Quiste Folicular y QH: Quiste
Hemorrégico. Tincidn con la técnica de hematoxilina-eosina.
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El estudio de la dinamica del crecimiento folicular reveld que la SBNOS en las hembras
inyectadas con Letrozol no modificé la mediana del numero de los foliculos totales, sanos y
atrésicos respecto al grupo inyectado con Letrozol y con la OS. De igual manera, se observé
que la mediana del nimero de los prequistes, quistes foliculares y quistes hemorragicos de
los grupos inyectados con Letrozol y sometidos a la OS o a la SBNO no difirié entre ambos

grupos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Mediana y el rango intercuartil (el cual se muestra entre paréntesis) del nimero de los foliculos
totales, sanos, atrésicos, prequistes, quistes foliculares y quistes hemorragicos de animales inyectados cada 48
h con Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. Los animales fueron sometidos a la operacion
simulada (OS) o a la seccién bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia
de los animales se realiz6 en el estro inmediato al termino del tratamiento.

Numero de foliculos
Grupo :
- . . Quistes
Totales Sanos | Atrésicos | Prequistes| Quistes hemorragicos
Leggzo' 138 (131, 148) | 89 (87, 108) | 28 (25, 29) | 10(7,14) | 4 (3,6) 2(2,3)
Lseglgg" 151 (129, 171) | 94 (72, 100) | 41 (35,59)| 8(7.13) | 425 | 43 4)

En lo que respecta al porcentaje de los foliculos sanos pequefios, medianos o
preovulatorios de los animales inyectados con Letrozol y sometidos a la SBNO no fue

diferente respecto al grupo inyectado con el farmaco y sometido a la OS (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje de los foliculos sanos pequefios con un diametro menor o igual a 349 pum, medianos con
diametro de 350 a 449 um y preovulatorios con diametro mayor a 450 um, de animales inyectados cada 48 h
con Letrozol desde los 10 dias de vida hasta los 60 dias de edad. Los animales fueron sometidos a la operacion
simulada (OS) o a la secciodn bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia
de los animales se realizd en el estro inmediato al termino del tratamiento.

Maria Fernanda Meza Medina 68



RESULTADOS

Expresion de la enzima TH en el ovario

En la figura 31, se observa el barrido panoramico (4x) de la inmunofluorescencia de los
grupos inyectados con el Vh o Letrozol (Figura 31, A y B), asi como sus respectivos

acercamientos a 10 x (Figura 31, ay b).

La inmunofluorescencia de los ovarios de los animales inyectados con el Vh mostré la
expresion de la TH en las células de la teca de los foliculos en desarrollo, en los cuerpos
luteos, en la glandula intersticial y escasamente en las células de la granulosa (Figura 31, a).
Del mismo modo, en los ovarios de los animales inyectados con el Letrozol ademas de la
expresion de la enzima TH en las estructuras ya mencionadas, la TH también se observé la
capa de las células de la teca de los prequistes, quistes foliculares y quistes hemorragicos
(Figura 31, B). El analisis de la expresion de la TH no mostré diferencias estadisticas entre

los animales inyectados con Vh o Let (Figura 33).

En cuanto a las secciones de los ovarios de animales inyectados con el VVh o Letrozol
y sometidos a la seccion bilateral del NOS (Figura 32, Ay B) se observo una menor expresion
de la TH; sin embargo, la marca aun fue perceptible en la capa de las células de la teca de los
foliculos en desarrollo, en los cuerpos lGteos y en la glandula intersticial (Figura 32, a).
Adicionalmente, en los animales inyectados con el Letrozol la inmunoreactividad a la TH
también fue visible en las estructuras prequisticas y quisticas (Figura 32, B). La disminucion
de la expresion de esta enzima se confirm6 mediante en el andlisis de la marca dado por el
porcentaje de pixeles. Las diferencias significativas se encontraron entre los grupos con el
mismo tratamiento (Vh o Letrozol) pero sometidos a la SBNO (Figura 33).
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Figura 31. Distribucidn de la expresion de la tirosina hidroxilasa (TH) en secciones de ovario de animales
inyectados cada 48 horas con el vehiculo (Vh) (A, a) o Letrozol (B, b) desde los 10 dias de vida hasta los 60
dias de edad. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. Las
secciones de los ovarios fueron tefiidas con anticuerpo anti-TH (color verde) y los nlcleos tefiidos con DAPI
(color azul). CL: Cuerpo lateo, FD: Foliculos en desarrollo, PQ: Prequiste, Q: Quiste y QH: Quiste
hemorragico.

Maria Fernanda Meza Medina 70



RESULTADOS

A) Vh SBNO

B) Letrozol SBNO

Figura 32. Distribucion de la expresién de la tirosina hidroxilasa (TH) en secciones de ovario de animales
inyectados cada 48 horas desde los 10 dias de vida con el vehiculo (Vh) (A, a) o Letrozol (B, b) hasta los 60
dias de edad. Los animales fueron sometidos a la seccién bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los
50 dias de edad. La eutanasia de los animales se realizd en el estro vaginal inmediato al termino del
tratamiento. Las secciones de los ovarios fueron tefiidas con anticuerpo anti-TH (color verde) y los nicleos
teflidos con DAPI (color azul). CL: Cuerpo ltteo, FD: Foliculos en desarrollo, PQ: Prequiste, Q: Quiste y QH:
Quiste hemorragico.
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Figura 33. Media * e.e.m del nimero de pixeles de la reactividad de la tiroxina hidroxilasa (TH) de ovarios de
ratas inyectadas cada 48 horas desde los 10 dias de vida con vehiculo (Vh) o Letrozol hasta los 60 dias de
edad. Adicionalmente se usaron animales con el mismo patrén de administracion los cuales se sometieron a la
seccion bilateral del nervio ovarico superior (SBNO) a los 50 dias de edad. La eutanasia de los animales se
realizd en el estro vaginal inmediato al termino del tratamiento. El anélisis de imagenes se realizo en el sistema
Nis-Elements BR 3.0. % P<0.05 vs. Vh; A P<0.05 vs. Letrozol (Prueba “t” de Student).
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que el Letrozol bloquea la ovulacion cuando se
mantiene el farmaco en circulacion durante su vida media, efecto que es revertido cuando se

elimina la informacion simpatica que llega al ovario a traves del NOS.

El inicio de la pubertad en roedores es regulado por multiples procesos, entre los cuales
destaca la maduracion anatémica y fisioldgica del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario (Ojeda y
Urbanski, 1994; Foster y Ebling, 1999). Algunas evidencias indican que el inicio de la
pubertad, evaluado por la canalizacién vaginal, depende de los estrogenos (Ojeday Urbanski,
1994) mientras que, otras indican que depende de los andrégenos (Ramirez y Sawyer, 1965;
Zarrow y col., 1969). En el presente estudio, utilizamos dos modelos de administracion de
Letrozol. En el primero, el farmaco se administro cinco dias por semana lo que result6 en el
retraso del inicio de la pubertad y cuando fue inyectado cada 48 h hubo un adelanto. La
discrepancia entre los dos modelos puede indicar que, si bien hay inhibicion de las
aromatasas, en aquellos animales donde se permite que transcurra la vida media del farmaco,
48 h parte de los andrégenos podrian ser aromatizados a estrogenos, antes de que se dé la
siguiente administracion, por lo que los pocos estrogenos circulantes permitieron el adelanto
de la apertura vaginal (Moran y col., 2000; Moran y col., 2003). Dado que al momento no
contamos con evidencias sobre los efectos del Letrozol en el proceso de la canalizacion
vaginal, requerimos de mas estudios que permitan dilucidar si este proceso depende sélo de

las concentraciones de los estrogenos o los andrdgenos.

Los dos modelos de administracion con Letrozol resultaron en la alteracion del patron de
ciclo estral, lo que refleja modificaciones en la secreciéon de las hormonas esteroides y
proteicas (Sun vy col., 2013; Rajan vy col., 2017). La citologia vaginal en ambos modelos
exhibio diestros persistentes y el estro se observo alrededor de seis dias despuées de haber
finalizado el tratamiento. Adicionalmente, se observd que estas hembras no presentaron
proestros, similar a lo reportado anteriormente en este modelo (Caldwell y col., 2014). Es
posible que las bajas concentraciones del estradiol sean las responsables de la presencia de

los diestros vaginales constantes. Patel y Shah (2018) muestran que el tratamiento con 1
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mg/Kg/dia de Letrozol por mas de diez dias, resulta en la presencia de diestros persistentes,

condicion que no se modifica mientras se mantiene la exposicion al farmaco.

En el presente estudio se observo que el tratamiento con Letrozol result6 en la disminucion
de la concentracién de los estrogenos en los modelos donde el farmaco se administrd cada
48 h hasta los 60 dias de edad, lo cual puede ser atribuido al efecto inhibitorio sobre la
aromatizacion de los andrégenos (Lee y Ledger, 2011). En las hembras tratadas con Letrozol
y sometidas a la OS, la disminucion en la concentracion del estradiol pueda deberse a la
activacion de vias neurales, sin embargo, requerimos de mas estudios para dilucidar este

evento.

Ortega y colaboradores (2013) mencionan que la administracion de Letrozol puede ejercer
un efecto dual sobre el peso de los érganos, donde aumenta en aquellos sensibles a los
androgenos y disminuye en los sensibles a los estrégenos. Este ultimo evento ocurrio en la
masa del atero, donde se observd que independientemente del modelo empleado en el
presente estudio, la inyeccion de Letrozol result en la disminucion de la masa uterina,
similar a lo mostrado previamente por Jadhav y colaboradores (2013). Esta respuesta puede
ser el resultado de la disminucion en la concentracion del estradiol, aunque no se descarta
que también ocurra una disminucion en el nimero de los receptores a a estrégenos, asociados
con la proliferacion celular, el engrosamiento endometrial (\Winuthayanon y col., 2010) y el
mantenimiento de la contraccion del miometrio (Toda y col., 2001).

Fisher y colaboradores (1998) mostraron que, en el raton knockout para aromatasa
(ArKO), disminuye la concentracion de estradiol y aumenta la de andrégenos, lo que se
acompafia de Uteros de menor tamafio y de menor proliferacién uterina. Esta respuesta
también se observa cuando se elimina los estrogenos mediante la ovariectomia y se restablece
el peso del Gtero cuando se realiza el remplazo hormonal con estrogenos (Oestergaard y col.,
2006).

Actualmente el SOPQ representa entre el 70 y el 80% de los casos de infertilidad
anovulatoria (Melo y col., 2015). El mecanismo de anovulacién se desconoce, sin embargo,
existe evidencia de que el desarrollo folicular se detiene en la etapa de foliculos antrales, lo
cual se ha asociado con una secrecién hormonal irregular (Willis y col., 1998; Franks y col.,

2000). Adicionalmente, se ha planteado que los foliculos adquieren la capacidad de responder
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a la LH aun cuando no han alcanzado el tamafio de un foliculo dominante (Willis y col.,
1998; Gorry vy col., 2006). Esta respuesta estimula una mayor secrecion de los andrégenos
responsables de inducir la atresia folicular (Billig y col., 1993). Esta Gltima, se ha considerado
como el origen de los quistes ovaricos y se sugiere que su formacion ocurre a partir de los
foliculos antrales que experimentan atresia (Ben-Ze'ev y Amsterdam, 1987; Andersony Lee,
1997).

El hecho de gue los animales del modelo | hayan sido capaces de ovular, lo atribuimos a
que el estro vaginal se presentd aproximadamente seis dias después de la Gltima inyeccién
del farmaco. Es posible que la aromatizacion de los andrégenos se restableciera, lo que pudo
permitir que algunos de los foliculos preovulatorios atrésicos fueran rescatados y ovularan.
No descartamos que, durante la administracion del farmaco, la baja concentracion de los
estrégenos pudiera estimular en la hipofisis el aumento de la secrecion de la FSH (Figura
34), tal y como ha sido mostrado en estudios previos (Baravalle y col., 2006; Zurvarra y col.,

2009). Este aumento de la FSH pudo haber rescatado a los foliculos preovulatorios atrésicos.

En contraste, en el modelo 11 observamos que s6lo dos de 15 animales ovularon con una
cuota ovulatoria baja. Resultados similares fueron reportados por los grupos de Ullah (2017)
y Patel y Shah (2018), quienes muestran que el tratamiento con Letrozol durante 21 dias
disminuye la formacién de cuerpos luteos. Por otra parte, estudios previos han mostrado que
la administracion de Letrozol resulta en el aumento de la concentracion de la FSH y
modificaciones en la histologia ovérica (Baravalle y col., 2006; Zurvarra y col., 2009). Estos
resultados nos permiten sugerir que la administracion de Letrozol pudo haber modificado la

afinidad o cantidad de receptores a FSH (Figura 35).

Considerando que las funciones reproductivas son reguladas por vias neurales y
endocrinas, se ha planteado que las alteraciones presentes en el SOPQ pueden ser el resultado
de modificaciones en la actividad simpatica que llega al ovario (Barriay col., 1993; Morales-
Ledesma y col., 2010; Linares y col., 2017). En los ovarios de mujeres con el sindrome, se
han observado variaciones en la inervacion simpatica. Semenova (1969) describié un
aumento de las fibras catecolaminérgicas en los ovarios de pacientes con esta patologia. A
través de procedimientos quirdrgicos como la puncién selectiva de los ovarios por

electrocoagulacion o por estimulacion con laser, via laparoscopica, entre el 40% y 60% de
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las pacientes respectivamente restablecen las funciones ovaricas (Abad y col., 2001; Silva,
2010).

El modelo del animal con el SOPQ, inducido por la inyeccién del VE, muestra un blogueo
de la ovulacién, respuesta que ha sido atribuida a una mayor actividad del sistema simpético
proveniente del NOS (Lara y col., 1993). De manera que la eliminacion de este aporte
simpatico por la seccién bilateral del NOS resulta en el restablecimiento de la ovulacion
(Barriay col., 1993; Rosa-E-Silva y col., 2003). En el presente estudio, en animales tratados
con Letrozol hasta los 60 dias de edad y sometidos a la seccidn bilateral del NOS, diez dias
antes de terminar el tratamiento, se observo que el 50% de los animales logran ovular similar
a lo reportado en el modelo de induccion del sindrome con VE y sometido al mismo tipo de
denervacion (Morales-Ledesma y col., 2010), sin embargo, en el presente estudio se observo
una cuota ovulatoria baja (Figura 35). Resultados que permiten sefialar que, si bien el VE y
el Letrozol son inductores del SOPQ, la participacién del NOS en la respuesta ovulatoria

depende del origen del sindrome.

El hecho de que las hembras inyectadas con Letrozol y sometidas a la operacion simulada
fueran capaces de ovular plantea la idea de un mecanismo diferente que permite la liberacion
de ovocitos en este modelo, lo cual probablemente se deba a la activacion de vias neurales
resultado de la perforacion del peritoneo (Flores y col., 2006) las cuales llegan al ovario a
través del NOS. Se requieren de mas estudios para dilucidar que via neural desencadena la

ovulacion espontanea en estos animales.

En el animal inyectado con el VE, el NOS es una de las vias neurales que participa en el
desarrollo del sindrome, donde la hiperactividad simpatica se relaciona con un aumento de
la sintesis de NGF y de su receptor de baja afinidad, p-75 (Dissen y col., 2000; Stener-
Victorin y col., 2003). Dissen y colaboradores (2000) mencionan que el aumento en la
produccion de NGF ovérico es suficiente para iniciar alteraciones estructurales y funcionales
asociadas con el desarrollo de quistes foliculares y la anovulacién. Hasta el momento no
contamos con literatura que muestre que el Letrozol es capaz de aumentar la hiperactividad
del sistema simpatico que llega al ovario, ni se conoce el mecanismo que conlleva a la
formacion de los quistes foliculares. El hecho de que no observaramos el aumento de la

expresion de la TH ovérica podria deberse a que evaluamos la expresion de esta enzima
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cuando el farmaco ya habia sido metabolizado. No descartamos que durante la administracion
de Letrozol aumente la expresion de la TH ovarica. Por lo que una de nuestras perspectivas

para estudios posteriores sera evaluar esta enzima cuando el farmaco siga en circulacion.

En los cortes de tejido ovarico de ratas inyectadas con Letrozol la expresion de la TH
ovarica se observo en su mayoria en la capa de células de la teca de los foliculos en desarrollo,
en la glandula intersticial y en estructuras prequisticas y quisticas, similar a lo observado en
el modelo del animal inyectado con VE (Manni y col., 2005; Venegas y col., 2019). Por otra
parte, expresion de la TH también se observé en los cuerpos ldteos lo cual no habia sido
reportado anteriormente. Evidencia previa muestra que hay crecimiento progresivo de los
nervios adrenérgicos durante la fase lutea, lo cual probablemente esté asociado con la
formacion de vasos sanguineos en los cuerpos lateos en desarrollo (Bahry col., 1974;
Burden, 1978). Ademas, se ha observado que existe una correlacion entre las concentraciones
de la NA'y de su precursor, la DA, en el cuerpo luteo en formacion. Battista y colaboradores
(1989) mostraron gue la cantidad de DA en el cuerpo luteo es hasta 4 veces mayor que la de
la NA, esto sugiere que hay sintesis de novo de la NA en el tejido ovéarico (Kotwica y col.,
1996).

En la clinica se ha observado que aproximadamente el 60 % de las pacientes con el SOPQ
presentan un volumen y masa ovarica mayor (Hague y col., 1990), ademas de alteraciones
en la dindmica del crecimiento folicular (Willis y col., 1998; Franks y col., 2000). En el
modelo 11 de nuestro estudio observamos que los animales mostraron un aumento de la masa
ovarica, estos resultados son similares a los reportados anteriormente por los grupos de
Manneras y colaboradores (2007), Jahan y colaboradores (2016) y Saiyed y colaboradores
(2016). Ellos muestran que ante el tratamiento con Letrozol aumenta el tamafio del ovario,
lo cual esta dado por la hiperplasia de las células tecales e intersticiales y la presencia de
quistes ovaricos. De igual manera, en aquellos animales donde se elimind el aporte simpatico
se exacerbd el aumento de la masa ovarica. Esto puede ser el resultado de un proceso de
crecimiento compensatorio. Ortega y colaboradores (2013) atribuyen el aumento de la masa
ovarica a un posible efecto mitogénico del Letrozol sobre las células teco-intersticiales.
Adicionalmente, se ha observado que el tratamiento con este aumenta la concentracion del
IGF-1 (Ciglery col., 2010). Esto ha llevado a especular que el efecto proliferativo puede

estar mediado por la regulacion positiva de los factores de crecimiento pertenecientes a la
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familia de IGF las cuales actuarian sobre el compartimento teco intersticial. Al parecer el
efecto mitogénico del Letrozol depende de la edad en la que se inicie la administracion, ya
que cuando se hace en ratas prepuberes este efecto no se observa y no aumenta la masa
ovarica (Kafali y col., 2004; Jahan y col., 2016).

En el presente estudio se observé que, independientemente del modelo de administracién
de Letrozol, la morfologia del ovario es muy semejante a la descrita en las mujeres con el
SOPQ (Livycol., 2017; Kakadiay col., 2019). Pandey y colaboradores (2016) mostraron que,
la administracion oral de 3mg/Kg/dia de Letrozol durante 7 dias resulta en el desarrollo de
prequistes y ovulacion normal. Por otro lado, si el tratamiento se realiza por 15 o 21 dias se

bloquea la ovulacién e incrementa el nimero de los quistes foliculares.

En las mujeres con la patologia no se observan foliculos preovulatorios. Por el contrario,
se observa un mayor reclutamiento folicular, es decir, aumenta el nimero de los foliculos
preantrales y antrales pequefios, los cuales presentan hipertrofia tecal (Taketani, 1990;
Erickson,1991; Webber y col., 2003; Sir y col., 2013). En nuestros tres modelos observamos
la ausencia de foliculos preovulatorios, similar a lo reportado anteriormente (Jahan y col.,
2016; Ullah y col., 2017). Adicionalmente, en el modelo | y 1l observamos la disminucion de
los foliculos sanos pequerios. Lo cual posiblemente se deba al aumento de la atresia folicular,
resultado de la alta concentracion de los androgenos derivado de la administracion del
Letrozol. En estudios previos se ha mostrado que el tratamiento con Letrozol resulta en el
aumento de la atresia folicular y un menor desarrollo folicular (Noorafshan y col., 2013; Li
y col., 2017).

Las hembras inyectadas con Letrozol y sometidas a la SBNO presentaron foliculos
preovulatorios luteinizados con ovocito atrapado, estructuras que no fueron visibles en los
animales sometidos a la operacion simulada. Estos resultados nos permiten sugerir que, en
los animales privados del aporte simpatico, se inhibe la actividad de las enzimas y de los
factores responsables de la ruptura de la pared del foliculo. En consecuencia, los ovocitos no
pudieron ser liberados y se inici6 el proceso de luteinizacion. Al realizar la denervacion
simpatica ademas de eliminar el aporte noradrenérgico, disminuimos el aporte VIPérgico el
cual se ha reportado que participa en los procesos involucrados en la ovulaciéon (Schmidt y

col., 1990). Por lo cual, no descartamos la idea de que la disminucién de este péptido se
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relacione con la disminucion de la ovulacion en estos animales. Hasta el momento no
contamos con literatura que mencione los efectos del Letrozol sobre estos eventos, por lo
cual requerimos de mas estudios para esclarecer los sucesos que inhiben la liberacién de los
ovocitos en este modelo. La falta de inervacién simpatica no modificé el nimero de
estructuras prequisticas y quisticas, lo cual posiblemente se deba al poco tiempo que se dejé

al animal sin la inervacién hasta el momento de la evaluacion.

En el presente estudio se observd que las hembras inyectadas con Letrozol mostraron una
mayor incidencia del namero de prequistes, los cuales se presentaron desde foliculos de
tamafio mediano. Por el contrario, observamos escasos quistes foliculares. Es posible que la
presencia de estas estructuras explique la falta de ovulacion y de la elevada produccién de
los andrégenos (Jonard y col., 2003; Sir y col., 2013). Ademas, en el modelo 11 y IlI
observamos la formacion de quistes hemorragicos similar a lo reportado anteriormente para
este modelo (Ullah y col., 2017; Kauffman y col., 2015). La presencia de los quistes
hemorragicos posiblemente se deba a la disminucion de los estrogenos o a la baja actividad
su receptor. Esta posibilidad la atribuimos al hecho de que el modelo del ratén knockout para
el receptor a estrogenos (ERKO), también se observa la formacion de estas estructuras que

se acompafian de ovarios hiperemicos (Lubahn y col., 1993).

Estudios previos realizados por Baravalle y colaboradores (2006) y Zurvarra y
colaboradores (2009) muestran que, en las ratas tratadas con Letrozol aumenta la
concentracion sérica de la testosterona, la LH y la FSH y disminuye la del estradiol y la
progesterona. En tanto que otros autores muestran que la concentracion de FSH disminuye
(Maliqueo y col., 2013; Kauffman y col., 2015) y la de estradiol no se modifica (Kauffman
y col., 2015; Skarra y col., 2017; Ryan y col., 2018).

El hecho de que la concentracion de la progesterona no se modificara en el modelo I lo
atribuimos al hecho de que los animales ovularon y se formaron cuerpos liteos, principales
glandulas secretoras de esta hormona (Bachelot y Binart, 2005). Por el contrario, en el
modelo Il ladisminucion en la concentracion de esta hormona lo atribuimos al escaso nimero
de los cuerpos luteos. Estas evidencias apoyan la idea del efecto del Letrozol sobre la
actividad esteroidogénica del ovario. En la literatura se menciona que en la mujer el farmaco

no modifica la sintesis de hormonas de origen adrenal (Lee y Ledger, 2011), en contraste

Maria Fernanda Meza Medina 79



DISCUSION

observamos que independientemente del modelo empleado en este estudio, la inyeccion de
letrozol resultd en la disminucién del peso de la masa adrenal, similar a lo observado
anteriormente por Ortega y colaboradores (2013), quienes sugieren que este evento puede

estar mediado por un efecto inhibitorio por parte de la testosterona en esta glandula.

En los animales inyectados con el Letrozol, el NOS modula de manera inhibitoria la
secrecion de la progesterona. Esta idea surge del hecho de que en animales con seccion
bilateral del NOS la concentracion de la progesterona fue alta, similar a la del animal tratado
con el Vhy sometido a la misma cirugia, pese a que el nimero de los ovocitos liberados fue

menor.

Se ha reportado que el hiperandrogenismo es responsable del desarrollo y mantenimiento
del SOPQ. Segun el criterio de Rotterdam la alta concentracién de andrégenos es la
caracteristica mas constante presente en aproximadamente el 60% de los casos (Livadas y
col., 2014).

El modelo I y Il del presente estudio muestran que la concentracion sérica de la
testosterona es significativamente mayor. Lo que no difiere con lo reportado en la literatura
(Kafali y col., 2004; Kauffman y col., 2015; Kakadia y col., 2019). Con relacién al modelo
I11, observamos que la informacion que viaja a través del NOS parece modular de manera
estimulante la secrecién de la testosterona. Esto se puede corroborar con los animales
sometidos a la OS, puesto que, en ellos la concentracion de la testosterona se mantiene similar

a la del animal Unicamente inyectado con el Letrozol (modelo I1).

En el modelo del animal tratado con Letrozol el aumento y la acumulacién de los
androgenos puede ser resultado de varias modificaciones en las enzimas encargadas de la
biosintesis de los andrégenos (Kafali y col., 2004; Mannerasy col., 2007). Evidencias previas
muestran que la administracion de Letrozol resulta en el aumento de la 3p-HSD (Zurvarra'y
col., 2009) y del citocromo P450c17, que posee la actividad de las enzimas 17a-hidroxilasa
y de la 17,20-liasa (Qin y Rosenfield, 1998; Ortega y col., 2013; Kauffman y col., 2015).
Aunqgue el ovario representa la principal fuente de produccion de los andrégenos, otros
tejidos periféricos tienen la capacidad de sintetizarlos puesto que, presentan las enzimas
esteroidogenicas necesarias y, por lo tanto, pueden contribuir al aumento de la produccion de

los androgenos (Ortega y col., 2013).
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Ademas de las alteraciones reproductivas, se ha observado que las mujeres con el SOPQ
pueden desarrollar anormalidades metabdlicas (Kauffman y col., 2015), las que ocurren con
mayor frecuencia en aquellas con el hiperandrogenismo y la anovulacion (Barber y col.,
2007; Moghettiy col., 2013; Patel y Shah, 2018). La prevalencia de la resistencia a la insulina
en estas pacientes varia de 50 a 70%, independientemente de su indice de masa corporal
(Dunaif y col., 1989; Dunaif, 1997; Carmina y Lobo, 2004).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que los tres modelos que
empleamos resultan en el aumento de la masa corporal. Es posible que esta respuesta se deba
a un mayor deposito de grasa abdominal, inguinal y parametrial, asi como, al aumento del
tamarfio de los adipocitos como ha sido reportado anteriormente en el modelo del animal con
letrozol (Maliqueo y col., 2013; Kauffman vy col., 2015; Arroyo vy col., 2019). Cabe resaltar
que estos depositos poseen la capacidad enzimatica para la produccién de los androgenos y,
por lo tanto, no se puede descartar su contribucién en la produccion de estos en respuesta al

tratamiento con Letrozol.

A partir de los resultados obtenidos, sugerimos que en la rata de 10 dias de edad la
induccion del SOPQ), por la inyeccion de Letrozol, si depende del tiempo de administracion.
Ademas, la inervacion simpatica modula de manera inhibitoria los mecanismos que facilitan

la liberacién del ovocito.
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Modelos

Figura 34. En este modelo se resumen los efectos del Letrozol en hembras de 10 dias de edad
inyectadas cinco veces a la semana hasta la apertura vaginal y sacrificadas en el estro
inmediato al término del tratamiento. El tratamiento con Letrozol resulta en el aumento de
los andrdgenos, a causa de que estos no son biotransformados a los estrogenos. Es posible
que estos androgenos sean los responsables de la disminucion de los foliculos sanos pequefios
y también de la presencia de los prequistes y quistes foliculares. Una vez supendido el
tratamiento la aromatizacion se reanuda, es decir, que los andrégenos son transformados a
los estrogenos. Estos Gltimos en conjunto con la FSH posiblemente permiten el recate de los

foliculos atrésicos preovulatorios, lo que pudo permitir la ovulacion.
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Modelos

Figura 35. En este modelo se resumen los efectos de la inyeccion de Letrozol tomando en
consideracion su vida media (48 h). Ratas hembra fueron inyectadas desde los 10 dias de
edad hasta los 60 dias de vida y sacrificadas en el estro inmediato. El tratamiento con Letrozol
bajo este patron de administracion resulto en el aumento de los andrégenos, los cuales no se
aromatizaron pese a que el fairmaco ya habia sido metabolizado por el organismo.
Posiblemente la alta concentracion de los andrégenos fue la responsable de la disminucion
en el niimero de los foliculos sanos pequefios, la anovulacion y la presencia de los prequistes
y quistes foliculares. Presumiblemente estos eventos pueden estar relacionados con: a) un
incremento en la concentracion de la NA ovarica, la cual inhibe la formacion de receptores a
la FSH; b) la disminucion en el nimero o afinidad de los receptores a la FSH. Al realizar la
denervacion bilateral del NOS disminuye la concentracion de la NA ovérica lo que podria
estimular la formacién de receptores a la FSH y facilitar la ovulacién. No descartamos que

la ovulacién se dé en respuesta a una menor concentracion de los androgenos.
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CONCLUSIONES

En larata infantil la inyeccién con Letrozol desde los 10 dias de edad hasta la apertura
vaginal induce el hiperandrogenismo, los quistes foliculares sin bloqueo de la

ovulacion.

El Letrozol es un buen inductor de hiperandrogenismo.

La seccion bilateral del NOS en hembras inyectadas con Letrozol restablece la
ovulacién en el 50% de los animales. La inervacion simpatica modula parcialmente

los mecanismos que permiten la ovulacion.

En el animal tratado con Letrozol, el NOS modula de manera estimulante el

hiperandrogenismo y de manera inhibitoria la secrecion de la progesterona.

El mejor modelo para reproducir las caracteristicas que definen al sindrome de ovario
poliquistico, es aquel donde el Letrozol se inyecta desde los 10 dias de vida hasta los
60 dias de edad, considerando la vida media del farmaco.
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