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Cuando amas lo que eres, no hay cosa
inconquistable ni inalcanzable. ~Cuando
realmente te amas a ti mismo, vives solamente
en la luz de tu propia risa y viajas solamente
por el camino de la alegria. Cuando el amor
abunda dentro de tu maravilloso ser, el
mundo, con todos sus desagrados, se convierte
en algo hermoso, y la vida se [lena de sentido vy
de alegria.

—Ramtha.
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RESUMEN

El sindrome del ovario poliquistico (SOPQ) es el desorden endocrino-
metabodlico mas comun que afecta del 6 al 10% de mujeres en edad
reproductiva y es la causa mas comun de infertilidad femenina (representa
aproximadamente del 50 al 60% de los casos). En la mujer, las caracteristicas
mas comunes del sindrome son irregularidad en los ciclos menstruales,
hiperandrogenismo, presencia de ovarios poliquisticos, anovulaciéon vy
frecuentemente obesidad.

En condiciones experimentales podemos inducir el SOPQ mediante la
administracion de Valerato de Estradiol (VE), estrogeno de larga actividad, que
induce la formacién de quistes foliculares, ausencia de ovulacién, asi como
alteracion en la concentracion de hormonas ovaricas y gonadotropinas.

En el presente estudio se analizé en la rata con SOPQ si la caida en la
concentracion sérica de estréogenos, resultado de la ovariectomia unilateral,
restablece las funciones ovaricas por el ovario remanente. Para ello, a ratas
hembra de la cepa CllI-ZV de 10 dias de vida se les administré por via
intraperitoneal 2.0 mg de VE, catorce dias después (24 dias de edad), grupos de
ratas fueron ovariectomizadas del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), o
se realizé una operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD). Como
grupos de comparacién se utilizaron animales intactos (TA) o inyectados con
vehiculo (VH). Todos los animales fueron sacrificados por decapitacién a los 90
dias de edad, en el dia del estro.

La administracion de una dosis de VE resultd en el bloqueo de la
ovulacién en la etapa adulta. En comparacién con las hembras tratadas con el
VH, en los animales tratados con VE se observé adelanto en el inicio de la
pubertad (18.0 = 0.3 vs. 35.7 £ 0.5 p<0.05) y en la etapa adulta aumentd la
concentracion de E, (148.5 + 10.4 vs. 85.2 + 5.5 p<0.05), disminuyd la de LH
(0.35 £ 0.05 vs. 0.55 + 0.07 p<0.05) y FSH (3.1 0.3 vs. 10.4 + 0.9 p<0.05).
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En el animal con SOPQ la ovariectomia unilateral (izquierda o derecha) no
normalizé la edad promedio en que la rata hembra inicia la pubertad y la
respuesta ovulatoria del ovario remanente. En comparacién con los animales
tratados Unicamente con el VE, en el grupo con el sindrome y sometidos a la
OUL-D aumenté la concentracién de E, (190. 4 + 13.8 vs. 148.5 + 10.41
p<0.05). Los animales con el sindrome y sometidos a la OUL-I presentaron un
decremento en la concentracion sérica de LH (0.18 + 0.02 vs. 0.35 % 0.05 p<
0.05), mientras que la FSH fue similar a la que presentaron las hembras con el
sindrome y ambas gonadas.

En los animales sin el sindrome, el fendmeno de ovulacion e hipertrofia
compensadora fue semejante y no dependen del ovario extirpado, en tanto que
en los animales con el sindrome el porcentaje de hipertrofia compensadora es
mayor cuando el ovario remanente es el derecho.

Con los resultados anteriores sugerimos que en la hembra con SOPQ la
ovariectomia unilateral no fue capaz de restablecer las funciones ovaricas,
dado que se desencadena la respuesta compensadora del ovario, que hace que
el animal tenga un comportamiento semejante al animal con la patologia pero
que conserva sus dos ovarios intactos.
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INTRODUCCION

Tanto en la pubertad como en la vida adulta de las hembras y los machos,
los ejes reproductivos estan regulados por mecanismos neuroenddcrinos
disefados para promover el proceso integral de la gametogénesis y el patrén
fisiologico de secrecion de las hormonas sexuales correspondientes (Reyes y
Chavarria, 1998).

En la mujer, existen patologias asociadas con el funcionamiento del
sistema hipotalamo-hipdfisis-ovario, tal es el caso del sindrome del ovario
poliquistico (SOPQ), del cual se conoce poco sobre los factores primarios que lo
originan.

En la rata hembra puede inducirse este sindrome mediante Ila
administracion de valerato de estradiol (VE), el cual desarrolla caracteristicas
semejantes a las que presenta la mujer con el SOPQ, como son: anovulacion,
formacion de quistes foliculares, aciclicidad, alteracidon en la concentracion de
gonadotropinas, hiperandrogenismo, asi como altas concentraciones de
estrogenos.

Se ha sugerido que el origen del SOPQ se debe a un aumento en la
concentracion de estrogenos circulantes, la cual estaria afectando en el
hipotdlamo y la hipdfisis la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y de gonadotropinas respectivamente.

El grupo de Farookhi (1985) observé que cuando se induce en la rata
adulta el SOPQ y se le somete a la eliminacién de una gdénada, el ciclo estral se
restablece y en el ovario se observan cuerpos luteos (CL), lo cual fue sefial de
gue en estos animales se habia restablecido la respuesta ovulatoria.
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Previamente se ha mostrado que es importante la edad en que se
establecen los modelos de estudio (Rosas, 2006) y que la respuesta fisioldgica
varia dependiendo de la edad en que se someta a los animales a los
procedimientos farmacolégicos o quirdrgicos.

Por ello en el presente estudio se analizd si en la rata hembra tratada con
VE en la etapa infantil y sometida a la ovariectomia unilateral (izquierda o
derecha) en la etapa juvenil, se restablecian las funciones del ovario remanente
en la etapa adulta.
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MARCO TEORICO

Desarrollo prepuberal de la rata hembra

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias de
gestacion del humano (Ojeda y col., 1980). En este momento, tanto en la rata
como en el humano, se produce la diferenciacién sexual del encéfalo por la
presencia o ausencia de la testosterona secretada por los testiculos (Dorner,
1980).

En la rata hembra la manifestacion puberal ocurre aproximadamente
entre los 35 y 40 dias de vida. El Unico signo exterior que sefiala el comienzo de
la funcion reproductora es la canalizacion de la vagina. La apertura vaginal
ocurre el dia posterior a los picos preovulatorios de gonadotropinas y los frotis
vaginales muestran células correspondientes a un estro.

En la rata, el desarrollo de los mecanismos involucrados en la
reproduccién se produce en un corto lapso de cinco semanas (Becu-Villalobos y
col., 1990).

El desarrollo prepuberal de la rata hembra se ha clasificado en cuatro
etapas, considerando parametros morfologicos y fisioldgicos relacionados con
los distintos componentes del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (Ojeda y col.,
1980).

Etapa Neonatal. Inicia desde el nacimiento hasta el dia 7 de vida. En este
periodo el crecimiento folicular comienza en forma independiente de las
gonadotropinas (Peter, 1970). Cinco dias después del nacimiento el ovario
presenta receptores para la hormona foliculo estimulante (FSH). Cuando la
hormona se une a su receptor, estimula la produccién de E, a partir de
testosterona (T). El efecto inhibitorio del estradiol sobre la secrecidn
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gonadotréfica es ineficiente debido a la presencia en el suero de la o-feto
proteina (o-FP) gque une potentemente a los estrogenos y los hace
biolégicamente inactivos (Raynaud, 1973). Al final de esta etapa se hace
evidente la respuesta esteroidogénica de los ovarios a las gonadotropinas
(Lamprecht y col., 1976). La concentracion de FSH, baja antes del nacimiento,
comienza a aumentar y la hormona luteinizante (LH) se mantiene baja (Dohler y
Wuttke, 1974).

Etapa Infantil. Abarca del dia 8 al dia 21 de vida. Esta etapa se caracteriza
por concentraciones muy altas de FSH (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon y
col., 1976). Las cuales son indispensables para el reclutamiento y crecimiento
de los foliculos que llegaran a ovular en la pubertad (Hage y col., 1978; Ojeda y
col., 1980). Por su parte la LH se presenta en picos esporadicos (Dohler y
Wuttke, 1974; Wuttke y col., 1980).

A la mitad de esta fase la concentracion de FSH disminuye y los picos
esporadicos de LH desaparecen. En el torrente sanguineo comienza a
detectarse la inhibina, hormona que regula la secrecion FSH actuando de
manera directa sobre la hipodfisis (Rivier y Vale, 1987; Sander y col., 1987) y
disminuye la a-FP, lo que facilita el establecimiento del efecto inhibitorio que
ejerce el E; sobre la secrecidon de gonadotropinas (Ojeda y Urbanski, 1994).

Etapa Juvenil. Comprende del dia 22 al 32 de vida. En esta fase la
concentracion de FSH ha disminuido y la de LH es baja y constante en un
principio. Posteriormente esta ultima gonadotropina comienza a secretarse en
forma pulsatil (Andrews y Ojeda, 1981) y hacia el final de la etapa incrementa
su concentracion basal (Meijs-Roelofs y col, 1983) y la amplitud de sus pulsos
durante la tarde (Urbanski y Ojeda, 1983), estableciéndose un ritmo de
secrecion circadiano. En el ovario se observa el aumento de receptores a LH
(Smith-White y Ojeda, 1981), que junto con el patréon de secreciéon de la LH
producen mayor esteroidogénesis. Es ahora cuando ha quedado establecido el
efecto estimulante del E; sobre la LH (Ojeda y col., 1986).
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Etapa Peripuberal. Comienza alrededor de los 33 dias de edad y finaliza
con la primera ovulacién. En el ovario se observa un mayor numero de
receptores para FSH y LH, lo que se traduce en una mayor capacidad
esteroidogénica (Ojeda y Urbanski, 1988). Asimismo se establece clara vy
regularmente el patrén de secrecidn circadiano de la LH. Este ritmo circadiano
de la LH es independiente del control esteroideo (Kimura y Kawakami, 1981;
Urbanski y Ojeda, 1987). Aumenta la concentracion de E,, progesterona (P4) y
T, siendo esta ultima la responsable de la canalizacion de la vagina (Mathews y
col., 1987)

Ciclo estral

El ciclo estral de la rata, puede ser de 4 6 5 dias, es regulado por factores
como la luz, la temperatura y las sustancias quimicas percibidas por el sentido
del olfato. Se divide en cuatro fases: Estro, Diestro I, Diestro Il y Proestro
(Sanchez Criado, 1999).

++ Estro. En este periodo tiene lugar la ovulacidn, dura de 9 a 15 horas, el
estro se encuentra bajo la influencia de la FSH y de los estrégenos. El
Utero se alarga y se hace edematoso en preparacion para la implantacion,
la mucosa vaginal prolifera y las capas epiteliales superficiales se hacen
escamosas y cornificadas en preparacion para la cépula.

+»+ Diestro I. Este periodo tiene una duracién de 10 a 14 horas. Durante este
se forma un pequeno cuerpo luteo (CL) el cual secreta una pequeiia
cantidad de P, y los foliculos secretan E,, ambas hormonas inhiben la
secrecion de gonadotropinas. En esta etapa la vascularizacion y la
motilidad del Utero disminuye mientras que los frotis vaginales presentan
leucocitos junto con células cornificadas.




Julieta Azucena Espinoza Moreno Marco Tedrico

+* Diestro Il. Tiene una duracion de 60 a 70 horas. En esta etapa el CL entra
en regresion. La secrecion de E, por los foliculos en crecimiento sigue
aumentando y al igual que en la fase anterior los esteroides ovaricos
inhiben la secrecion basal de gonadotropinas que, a su vez, mantienen el
crecimiento folicular.

X/

%* Proestro. Dura unas 12 horas, es una preparacion para el préximo estro.
En esta etapa la hembra es receptiva al macho. Los foliculos han
adquirido el estadio de foliculos preovulatorios y secretan grandes
cantidades de E,. Esta hormona ahora ejerce un efecto estimulante sobre
la secrecion de gonadotropinas. La secrecidon de FSH en la mafiana del dia
del estro, que es debida a la disminucidon de la secrecion ovarica de
inhibina, estimula el crecimiento folicular. El pico de LH produce la
ovulacién y la luteinizacién del foliculo postovulatorio. El Utero, por la
accion del E,, se hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen
células epiteliales nucleadas (Sanchez Criado, 1999).

Owvario

El ovario es la gdénada femenina responsable de la generacion de los
gametos femeninos (ovocitos) y la sintesis de hormonas necesarias para la
regulacién de las funciones reproductivas (Humbrey y col., 1999). El par de
ovarios se situan en relaciéon con la pared de la pelvis, a cada lado del utero, y
estan suspendidos por un pliegue de peritoneo, el ligamento suspensorio
ovdrico (Bergmany col., 1998).

En el ovario se pueden distinguir tres zonas bien diferenciadas (Figura 1):

1. La corteza. Es la zona mas abundante, en ella se encuentran los foliculos
en sus diferentes estados de maduracién con los ovocitos. Entre los
foliculos se encuentran el tejido conectivo de sostén y las células
intersticiales (estroma).
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2. La médula. La forman una rica red vascular y tejido conectivo laxo y
fibroso.

3. El hilio. Se encuentra alrededor de la zona de unién del ovario al
mesovario, a través del cual se insertan la arteria y vena ovdrica, los vasos
linfaticos, las terminales nerviosas y las células intersticiales (Sanchez
Criado, 1999).

El ovario esta constituido por tres unidades funcionales diferentes:

1. El tejido intersticial. En el estroma ovarico se encuentran cuatro tipos
principales de células intersticiales, éstas se clasifican de acuerdo a sus
caracteristicas y posicion en el ovario en: primarias, tecales, secundarias
e hiliares (Figura 1) (Sanchez Criado, 1999; Yen y col., 2001).

%+ Células intersticiales primarias. Son células productoras de
andrégenos localizadas en el compartimiento medular del ovario
fetal (Gondos y Hobel, 1973). Morfolégicamente se asemejan a las
células fetales de Leydig, pero estan funcionalmente limitadas en la
sintesis de esteroides ya que no responden a los estimulos
gonadotroficos.

%+ Células tecointersticiales. Son el componente principal que

sintetizan  andrégenos, esteroide relacionado con el

mantenimiento y la atresia del foliculo (Ryan y Petro, 1966).

L)

* Células intersticiales secundarias. Representan Ila teca

D)

hipertrofiada que sobrevive a la atresia folicular. Se ha mostrado
gue son célula blanco donde actua la innervacidn noradrenérgica
(Yeny col., 2001).

%+ Células intersticiales hiliares. Constituyen el hilio ovarico, tienen
capacidad esteroidogénica. Estan asociadas con las fibras nerviosas
simpaticas no mielinizadas (Yen y col., 2001).
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2. Los foliculos. De acuerdo a su organizacion estructural los foliculos
pueden diferenciarse hasta en 4 tipos diferentes: primordiales, primarios,
secundarios y terciarios o preovulatorios. Una vez llevada a cabo la
ovulacion, la estructura folicular evoluciona hasta la formacién de un CL,
considerado como la fase final de maduracion del foliculo (Figura 1).

3. El cuerpo luteo. El numero de CL presentes en el ovario depende de la
especie. El CL secreta fundamentalmente P4, también produce relaxina y
oxitocina aunque estas hormonas varian segun la especie (Figura 1)
(Sanchez Criado, 1999).

Estas estructuras estdn en constante transformacidén, ya que mientras
alguna de ellas se atrofian (foliculos atrésicos pasan a formar parte del
estroma), otras pueden formarse (el foliculo tras la ovulacidn se trasforma en
cuerpo luteo) (Tresguerres, 1999).
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Figura 1. Esquema que muestra la estructura histolégica de un ovario de

mamifero que indica las zonas que lo conforman y sus

compartimentos

funcionales (folicular, luteal e intersticial) (Tomado de Marieb, 1992).
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Desarrollo folicular.

El foliculo es la unidad estructural y funcional del ovario (Bergman y col.,

1998). El desarrollo folicular es un proceso regulado por influencias paracrinas y

autdcrinas y por sefiales hormonales provenientes del sistema nervioso (Ojeda

y col.,

X/
0’0

0

*0

L)

D)

1992; Richards, 1994).

Foliculos primordiales. Son los mas pequefios y numerosos, estdn
formados por un ovocito de 25 pm de diametro rodeado por una
membrana basal y por fuera de ella una Unica capa de células cubicas
planas de la granulosa que acompafian al foliculo desde su formacién
(Figura 2) (Sanchez Criado, 1999).

Foliculo primario (en crecimiento). Constituye una estructura de unos
200 um de diametro, en esta etapa aparecen los receptores a FSH, E,y T
asi como la formacidn de las tecas (Figura 2) (Erickson, 1978).

Foliculos secundarios (antrales). En estos foliculos las células de la
granulosa contindan multiplicandose, lo que ocasiona la formacién de
espacios confluentes que se van llenando de liquido folicular y desplazan
al ovocito, rodeado de algunas capas de células de la granulosa, hacia un
polo para formar el cumulus ooforus, alcanzando de este modo el estado
antral. Se forma la teca interna y la teca externa. En este estadio el
foliculo ya mide 5 mm (Figura 2) (Sdnchez Criado, 1999).

Foliculo maduro. En este foliculo el antro esta completamente formado y
el cumulus ha sido separado del resto de las células de la granulosa. Las
células de la granulosa aumentan su volumen vy se llenan de lipidos que
seran precursores de la esteroidogénesis. El foliculo alcanza su maxima
produccion estrogénica (Young y Jaffe, 1976) (Figura 2).

12
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o - FOLICULO PRIMARIO
27~ 4. AVANZADO

FOLICULO PRIMORDIAL

FOLICULO MADURO FOLICULO SECUNDARIO

Figura 2. Esquema que muestra las caracteristicas del foliculo ovarico en
diferentes etapas del crecimiento en el ovario (Modificado de Ross y col., 2005).

Atresia Folicular

La atresia folicular es un proceso degenerativo e irreversible por el cual se
pierde el 99% de los foliculos que constituyen el potencial reproductivo de las
hembras y sélo el 1% de los foliculos culmina con la ovulacién (Rosales, 1998).

La atresia folicular se presenta en las hembras desde la vida prenatal. En
los humanos la atresia comienza alrededor del sexto mes de vida embrionaria
(Peters y col., 1975) y continua durante toda la vida reproductiva, en otras
especies, como en la rata, se produce durante etapas tempranas del desarrollo
postnatal. El proceso de atresia puede ocurrir en cualquier estadio del
desarrollo folicular, desde los foliculos primordiales hasta los antrales (Hsueh y
col., 1994; Kaipia y Hsueh, 1997; Oliver y col., 1999).

13
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Varios procesos morfolégicos y moleculares estan asociados con la
atresia folicular, entre ellos se encuentran: el encogimiento del ovocito, el
desprendimiento y degeneracidon de las células de la granulosa, la presencia de
células de la granulosa con nucleos picnéticos (Hay y col., 1976), la
fragmentacion de la [dmina basal (Bagavandoss y col., 1983), la reduccién en la
sintesis de ADN (Greenwald, 1989), la disminucion de la sintesis de estrégenos
(Carson y col., 1979), la disminucidn de receptores a gonadotropinas, las
modificaciones de la estructura de la zona pelucida, y la hipertrofia de las
células de la teca (De Felici y col., 1993). La atresia ha sido asociada con una
falla en la produccion o activacion de las enzimas que facilitan la aromatizacion
de los andrdgenos a estrégenos (Garcia y col., 1997).

Cuerpo Liiteo

El CL o también llamado cuerpo amarillo, en algunas especies, es un
organo endocrino temporal y la principal fuente de hormonas esteroides en la
ultima mitad del ciclo menstrual, asi como durante los primeros meses de
embarazo. En la mujer de no establecerse el embarazo, el CL sufre regresiony
degradacion para formar el corpus albicans (cuerpo blanco). La formacién y el
mantenimiento del cuerpo luteo dependen de la secrecién de LH.

El parénquima del CL se deriva de las células de la granulosa y las células
secretoras de la teca interna. Ambas se diferencian en células luteinicas
granulosas y células luteinicas de la teca (paraluteinicas). Las primeras ocupan
las regiones mas profundas y centrales del CL y su secrecién principal es la P,.
Las células luteinicas de la teca se especializan en la secrecidon de esteroides y se
consideran secretoras de E, y estrona ademds de P, (Bergman y col., 1998).

En la rata, el CL se forma después de la ovulacidn y de la eliminacion del
liguido folicular, cuando las capas de las células de la granulosa y de la teca del
foliculo post-ovulatorio forman pliegues y el foliculo se colapsa. En los roedores
la fase lutea dura de 1 a 2 dias, el CL adquiere su maximo tamafio en el dia del

14
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diestro Il (Freeman, 1994). El numero de cuerpos liteos presentes en el ovario

indica el numero de ovulaciones, que a la vez varia segun la especie
(Tresguerres, 1999).

Ovulacion

La ovulacidon en los mamiferos esta definida como el proceso bioldgico
que inicia con la estimulacién de los foliculos ovaricos maduros por parte de las
gonadotropinas y finaliza con la ruptura del foliculo y la liberacién de un ovocito
fértil dentro del oviducto (Lawrence, 1999).

En la mujer se produce la liberacion del ovocito alrededor del dia 14 de
un ciclo normal de 28 dias (Ross y col., 2005), justo antes de la ovulacion el flujo
sanguineo se detiene en una pequefa region de la superficie ovarica sobre el
foliculo que hace protusion. En la rata, el ciclo estral es de cuatro o cinco dias y
la ovulacién se produce en el dia del estro vaginal (Ojeda y Urbanski, 1994).

Dias antes de la ovulacion la tasa de secrecion de LH por la adenohipdfisis
aumenta de 6 a 10 veces y alcanza sus concentraciones maximas unas 16 horas
antes de la ovulacion. El aumento en la liberacion de la LH es precedido por el
aumento brusco de E, en plasma, el cual es estimulado por accidon de las
gonadotropinas. Al mismo tiempo, la FSH aumenta de dos a tres veces. Ambas
gonadotropinas actuan de forma sinérgica lo que provoca que el foliculo se
hinche en dias previos a la ovulacién (Guyton, 1997).

Para que se lleve a cabo la ovulacion, en el foliculo ocurren un conjunto
de cambios que favorecen la expulsion del ovocito:

I. Las células de la teca externa liberan enzimas proteoliticas que causan la
disolucion y debilitamiento de la matriz coldgena de la pared folicular,
esto produce una pequefia protuberancia llamada estigma.

15
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Il. Simultdneamente crecen radpidamente nuevos vasos sanguineos hacia el
interior de la pared folicular y se estimula la secrecidn de prostaglandinas
(hormonas que provocan vasodilatacion) en los tejidos foliculares.

lll. Finalmente la combinacién de la hinchazén del foliculo con la
degeneracion del estigma hacen que el foliculo se rompa y el ovocito sea
expulsado (Guyton, 1997).

Hormonas ovdricas

Las hormonas ovaricas participan en procesos como el desarrollo
folicular, la ovulacién, la fertilizacidon y el desarrollo embrionario (Humbhrey y
col., 1999). El ovario utiliza al colesterol como precursor en la sintesis de
hormonas esteroides, el colesterol es producido a partir del acetato dentro de
las células, o bien incorporado desde el plasma donde es transportado unido a
lipoproteinas de baja densidad (LTD). A través de los diferentes
compartimentos foliculares el colesterol se metaboliza a progestagenos,
andrégenos y estréogenos (Tresguerres, 1999).

El primer paso en la biosintesis de las hormonas esteroides se lleva a cabo
en la membrana interna de las mitocondrias de las células de la teca (Figura 3),
donde a partir de la uniéon de la LH a sus receptores y por activacion del
citocromo p450acc ocurre la conversion del colesterol a pregnenolona
(Tresguerres, 1999).
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Figura 3. Esquema que muestra la teoria de la doble célula, representa los
pasos esenciales en el proceso de la biosintesis de la hormonas esteroides en el
ovario (Tomado y modificado de Tresguerres, 1999).

El progestageno de mayor importancia es la pregnenolona, la cual pude
ser biotransformada a partir de dos vias la A* o la A°. La oxidacién de la
pregnenolona a P, (progestageno mas abundante) es catalizada a partir de la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD) y la A*/A® isomerasa que
estd presente en las células tecales, de la granulosas y luteas (Guyton, 1997;
Humbhrey y col., 1999; Tresguerres, 1999).
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A partir de la 17-hidroxilasa la pregnenolona se convierte a 17-
hidroxipregnenolona, después por efecto de la 17, 20-desmolasa se convierte
en dehidroepiandrosterona (DHEA), la cual se transforma a androstenediol por
accion de la 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasa y a T por efecto de la 3B-a-
deshidrogenasa y la 64-5 isomerasa.

O bien, a partir de la 3B-a-deshidrogenasa y la 64-5 isomerasa la
pregnenolona se convierte en progesterona, la cual por accion de la 17-
hidroxilasa es convertida a 17-hidroxiprogesterona después por efecto de la 17,
20-desmolasa se transforma en androstenediona la cual se convierte en T por
la accion de la 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasa (Humbhrey y col., 1999;
Tresguerres, 1999).

Los andrdgenos son secretados a la vena ovarica, pero también pasan a
las células de la granulosa (Figura 4), la mayoria de los andrégenos son
biotransformados a estrona y E, por accién de las aromatasas (Tresguerres,
1999).

En la rata al final del periodo peripuberal aumentan las concentraciones
de E,, P, y T, siendo esta ultima la responsable de la canalizacién de la vagina
(Mathews y col., 1987).

Fisiolégicamente los estrogenos, especialmente la estrona y el E, son los
esteroides mdas importantes en el ovario, aunque también hay pequefias
cantidades de estriol (Guyton, 1997; Humbhrey y col., 1999). El E; es el principal
estrogeno secretado por los ovarios su potencia es 12 veces mayor que la de la
estrona y 80 veces la del estriol (Guyton, 1997).
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Los estrégenos ovaricos controlan la secrecion de LH y FSH por sus
acciones en hipotalamo e hipdfisis. El E, secretado por el compartimiento
folicular durante la fase proliferativa ejerce una accién inhibitoria
(retroalimentacidon negativa) sobre la secrecion de LH y FSH, manteniendo la
secrecion de estas gonadotropinas en una concentracidén basal. Durante la fase
folicular tardia, las altas concentraciones de E, secretadas por el foliculo
preovulatorio estimulan la secreciéon de LH y FSH (retroalimentacién positiva)
que precede a la ovulacion.

El E, es fundamental para que las gonadotropinas ejerzan sus acciones
sobre el ovario, permitiendo la accidn de la FSH sobre las células de la granulosa
y posibilitando la capacidad de la FSH para incrementar y mantener sus propios
receptores (Tresguerres, 1999).

Astmetrias morfoldgicas y funcionales en los ovarios y testiculos

Es bien conocido que en las aves sdlo el ovario izquierdo es funcional; por
su parte, la gonada derecha se reduce a una capa de tejido localizado por
debajo de la vena cava. La ovariectomia izquierda provoca que la gdnada
derecha se diferencie en una glandula semejante a un testiculo, en la que se
pueden observar espermatozoides (Benoit, 1932). En los murciélagos, la
ovulacién ocurre predominantemente en la goénada derecha; el ovario
contralateral tiene la capacidad de funcionar, sélo si se extirpa el ovario
dominante (Blejer y Enteshami, 1981).

En la mujer, el ovario derecho se desarrolla mas temprano que el
izquierdo (Mittwoch, 1975), la sangre venosa del ovario derecho llega a la vena
cava inferior, mientras que la vena del ovario izquierdo entra en la vena renal
izquierda (Gerendai y Halasz, 1997). En el hombre, el testiculo derecho es mas
pesado que el izquierdo y éste ultimo se encuentra en el escroto mas abajo que
el derecho (Changy col., 1969).
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Por estudios histoldgicos se ha mostrado que el ovario derecho presenta
mayor innervacion simpatica que el izquierdo (Klein y Burden, 1988). La seccidn
unilateral del nervio ovarico superior disminuye el numero de ovocitos
liberados por el ovario que se localiza del mismo lado que se secciond el nervio,
sin modificar la cuota ovulatoria del ovario opuesto (Morales y col., 1993). En
ratas a las que se les ha realizado la seccion del nervio vago izquierdo junto con
la ovariectomia derecha incrementa la porciéon de animales ovulantes, la
hipertrofia compensadora del ovario y el nimero de ovocitos liberados; esta
misma seccion del nervio vago en ratas con ovariectomia izquierda disminuye
los parametros antes mencionados (Chavez y col., 1987).

Efectos asimétricos de la ovariectomia unilateral

En el estudio de las funciones ovaricas se han utilizado diversos modelos
experimentales. Uno de los mas usados es el del animal con ovariectomia
unilateral (eliminaciéon de una génada), este modelo ha sido frecuentemente
usado para analizar la existencia de asimetria entre los ovarios (Dominguez y
col., 2003). La extirpacidon de uno de los ovarios resulta en el aumento de peso
del 6rgano remanente, a este fendmeno se le conoce como hipertrofia
compensadora (HCO) (Burden y Lawrence, 1977) y la liberacién de un numero
de ovocitos similar al que ovulan ambos ovarios en un animal intacto,
fendmeno conocido como ovulacion compensadora (OC) (Meijs-Roelofs y col.,
1982; Greenwald y Roy, 1994; Barco y col., 2003). Tal respuesta habia sido
explicada por un incremento en la secrecion de gonadotropinas inducidas por
una disminucién en las concentraciones de estréogenos (Butcher, 1977).
Recientemente se plantea que la respuesta compensadora que se produce por
la ovariectomia podria depender de la innervacion ovarica.

Meijs-Roelofs y colaboradores (1984) describié que en la rata prepuber el
numero de ovocitos liberados por una rata a la cual se le habia realizado la
ovariectomia unilateral era igual al nUmero de ovocitos liberados por un animal
intacto, estableciendo el fendmeno compensatorio del ovario.
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Ramirez en el 2007, realizd la ovariectomia unilateral derecha o izquierda
en ratas de 32 dias de vida y sacrificé a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-
cirugia o al presentar el primer estro vaginal y encuentra que la hipertrofia y
ovulaciéon compensadora es semejante y no depende del ovario extirpado.

Participacion de la innervacion extrinseca en las funciones
reproductivas de [a rata con ovariectomia unilateral.

Aunado a la hipotesis de que la respuesta compensadora ovarica se da
por un incremento en la secrecion de gonadotropinas, se ha postulado la
existencia de un mecanismo neuroenddcrino donde de la innervacion juega un
papel modulador en la respuesta del ovario remanente a las gonadotropinas
(Burden y Lawrence, 1977; Gerendai y Hdlasz, 1978; Chavez y col., 1987; Flores
y col., 1990; Morales y col., 2007). Tal mecanismo es llevado a cabo por el
sistema parasimpatico, a partir del nervio vago (NV) y simpatico a través del
Nervio Ovario Superior (NOS) y el plexo ovarico (PO) (Chavez y col., 1987,
Morales y col., 1993; Chavez y Dominguez, 1994; Barco y col., 2003).

El grupo de Chdvez (1987) mostré que la vagotomia abdominal bilateral
realizada en ratas con OUL-D reduce la HCO, mientras que la seccién del nervio
vago izquierdo induce diferentes efectos que varian conforme al ovario in situ.
En las ratas con OUL-D (ovario izquierdo in situ) el porcentaje de ovulacion, el
de hipertrofia compensadora y el nimero de ovocitos liberados por animales
ovulantes incrementd después de la vagotomia izquierda, mientras que el
mismo procedimiento en ratas con OUL-l (ovario derecho in situ) induce un
decremento en todos los parametros antes sefalados.

En la rata adulta, la participacion de la innervacién noradrenérgica
ovarica en la HCO depende del dia del ciclo en que fue hecha la ovariectomia
unilateral y la denervacion (Chavez y Dominguez, 1994). En la rata prepuber la
participacion de la innervacion depende de la edad en que se realiza la cirugia y
del nervio seccionado (Morales y col., 1993).
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Sindrome del ovario poliquistico

El SOPQ es un desorden endocrino que afecta aproximadamente del 5%
al 10% de las mujeres en edad reproductiva. Estd considerado como un
sindrome no como una enfermedad, el cual se manifiesta por sintomas clinicos
heterogéneos (Xita y col., 2002).

Este sindrome es la causa mas frecuente de esterilidad anovulatoria
hiperandrogénica. Se manifiesta clinicamente por una combinacion de
hiperandrogenismo con anovulaciéon cronica y un aumento de la relacion LH:
FSH. El hiperandrogenismo se traduce en hirsutismo, acné y, en casos raros, en
una alopecia dependiente de los andrégenos asociados con un aumento de los
niveles séricos de testosterona y androstenediona. La anovulacidon cronica se
asocia con oligomenorrea o amenorrea y con la presencia de ovarios
poliquisticos bilaterales (Yen y col., 1970).

Estudios previos han mostrado que la forma clasica del SOPQ se asocia
con una secrecion inapropiada de gonadotropinas. Comparando con la fase
folicular del ciclo menstrual normal, las mujeres con el sindrome presentan una
secrecion de LH muy elevada y concentraciones reducidas y constantes de FSH
(Yeny col., 1970).

En la mujer con el sindrome, la morfologia ovarica se caracteriza por un
aumento del tamafio de ambos ovarios y por la presencia de una capsula
regular pero engrosada y desprovista de vascularizacién. En ocasiones puede
observarse un cuerpo luteo o un cuerpo albicans. Los quistes por lo general
estdn revestidos por unas pocas capas de células de la granulosa (Almahbobi y
col.,, 1996). Los ovarios poliquisticos asociados con este sindrome presentan
alteraciones funcionales, como la hiperactividad esteroidogénica de las células
tecales y la hipofunciéon de las células de la granulosa (Erickson y col., 1979;
Ehrmanny col., 1995; Franks, 1995).
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Se han desarrollado numerosos modelos experimentales para estudiar la
etiologia del SOPQ. Las siguientes sustancias hormonales se han empleado para
inducir  esta  condicién:  VE, propionato de testosterona  (PT),
dihidroepiandrosterona, androgenizacion neonatal y la continua exposicion a la
luz (Mahesh y col., 1987; Mahajan 1988; Salvetti y col., 2003, 20044, b).

Se ha visto que el modelo de la rata con el sindrome desarrolla
caracteristicas como aciclicidad, anovulacién, formacidon de quistes foliculares y
cambios en la concentracién de hormonas ovaricas y de gonadotropinas
(Brawer y col., 1978; Farookhi y col., 1985; Brawer y col., 1986; Barria y col.,
1993).

Propiedades del valerato de estradiol

El VE es un estrégeno de larga actividad, generalmente es inodoro,
soluble en aceite de maiz o ajonjoli, tiene una vida media de 14 a 15 dias.
Produce anovulacion crénica, formacion de ovarios poliquisticos, alteracion del
ciclo ovarico, caracterizado por la ausencia de CL (Farookhi y col., 1985; Barria y
col., 1993; Brawer y col., 1986; Rosa-e-Silva y col.,, 2003). En la rata la
administracion del VE provoca persistencia de estro vaginal (Brawer y col.,
1993; Farookhi y col., 1985).

En la rata adulta la administracion del VE interrumpe el ciclo estral e
incrementa la expresidon ovdrica de noradrenalina (NA). Su administracién
durante la etapa juvenil de la rata resulta en el adelanto del inicio de la
pubertad, disminucion de las concentraciones de LH y FSH; provoca un
incremento en la concentracidon de NA ovarica y E, (Rosa E-Silva y col., 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En afios recientes la incidencia de mujeres con problemas de fertilidad ha
ido en aumento, una de las patologias mas frecuentes asociadas con este tipo
de problemas es el SOPQ, el cual afecta aproximadamente del 5 al 10% de las
mujeres en edad reproductiva. Este sindrome se manifiesta por una
combinacion de hiperandrogenismo, anovulacién crénica y formacién de
quistes foliculares. A la fecha se han planteado varias hipotesis para explicar su
origen, una de ella plantea que el aumento en la concentracion plasmatica de E,
desencadena la formacion de quistes y la alteracién en la concentracién de
gonadotropinas, todo lo cual resulta en una falta de ovulacién. Con base en lo
anterior se decidié analizar la respuesta del animal con SOPQ ante la
eliminacion de uno de los ovarios, principal fuente de E,. Para ello se administré
una sola dosis de VE a ratas hembra de 10 dias de vida y a los 24 dias de edad
se les realizé la ovariectomia unilateral izquierda o derecha y sus efectos fueron
analizados en la etapa adulta a los 90 dias de vida en el dia que presenta un
estro vaginal tipico.
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HIPOTESIS

Si en la rata hembra el aumento en la concentracidn de estrégenos por la
administracion de VE en la etapa infantil resulta en el desarrollo del SOPQ,
entonces la extirpacion de uno de los ovarios resultara en una caida inmediata
de la concentracion sérica de hormonas esteroides, la cual puede restablecer Ia
respuesta ovulatoria y la capacidad esteroidogénica por parte del ovario

remanente de la rata adulta.
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OBJETIVO GENERAL

En la rata hembra adulta con SOPQ, inducido por la administracién de VE en la
etapa infantil, estudiar el efecto de la ovariectomia unilateral realizada en la
etapa juvenil (a los 24 dias de vida) sobre el inicio de la pubertad y las funciones

ovaricas.

OBJETIVOS PARTICULARES

«* En ratas con SOPQ, estudiar los efectos de la ovariectomia unilateral,
realizada a los 24 dias de edad, sobre el inicio de la pubertad

espontanea.

% En ratas con SOPQ, estudiar los efectos de la ovariectomia unilateral,
realizada a los 24 dias de edad, sobre el peso de los ovarios, utero,

glandulas adrenales, bazo y timo.

“* En ratas con SOPQ, estudiar los efectos de la ovariectomia unilateral,
realizada a los 24 dias de edad, sobre la concentracion sérica de Py, E; vy

gonadotropinas.

% En ratas con SOPQ, estudiar los efectos de la ovariectomia unilateral,
realizada a los 24 dias de edad, sobre la respuesta compensadora ovarica

(ovulacion e hipertrofia compensadora del ovario in situ).
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa CllI-ZV que al momento del
nacimiento (dia cero) fueron sexadas y colocadas en grupos de siete crias por
camada (seis hembras y un macho), esto para evitar las alteraciones en la
maduraciéon del sistema nervioso central (SNC) y el aparato reproductor del
animal (Salas y col., 1991).

Las crias se mantuvieron bajo condiciones controladas de iluminacion,
con 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h) y de
temperatura de 22 + 2°C, con libre acceso al agua y alimento. El destete se
realizé el dia 24 de vida.

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

+* Intactos. Animales a los cuales no se les realizd ningln tratamiento
farmacoldgico, ni quirdrgico.

+ Sin tratamiento farmacoldgico. Animales a los cuales se les realizo
alguno de los tratamientos quirurgicos a los 24 dias de vida.

% Con tratamientos farmacolégico y quirdrgico. Animales inyectados
intraperitonealmente a los 10 dias de edad con una sola dosis de 2.0 mg
de VE (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA) disueltos en 0.1 ml de
aceite de maiz, dosis capaz de inducir el SOPQ (Brawer y col., 1986; Lara 'y
col., 1993). Como grupo testigo se considerd a los animales inyectados
con 0.1 ml de aceite de maiz, que fungié como el vehiculo (VH). A los 24
dias de edad se les realizé alguno de los tratamientos quirurgicos.

Cada grupo estuvo conformado de 10 a 17 animales, asignados al azar
dentro de alguno de los tratamientos quirurgicos.
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Tratamientos Quinirgicos

Para los tratamientos quirudrgicos los animales fueron anestesiados con éter
entre las 08:00 y 12:00 h y antes de realizar la cirugia se registrd el peso
corporal de los animales. Una vez realizado cualquier tratamiento quirudrgico los
animales fueron regresados a condiciones del bioterio.

+» Operacion simulada Izquierda (OSI) o Derecha (OSD). Los animales una
vez anestesiados fueron sometidos a una incision dorso lateral de piel y
musculo de aproximadamente 1 cm de largo, ya sea del lado izquierdo o
derecho sin tocar ningun drgano y se suturo la herida.

+* Ovariectomia Unilateral lzquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D). Lla
ovariectomia implica la extirpacion de alguno de los ovarios. Para ello se
procedid como en el caso anterior y una vez realizada la incision se
extirpd el ovario izquierdo o derecho e inmediatamente después se
suturd la herida.

Monitoreo de la apertura vaginal y ciclo estral

Tomando en cuenta que el VE adelanta el inicio de la pubertad (Rosa-e-
Silva y col., 2003), el monitoreo de la apertura vaginal se efectud a partir de la
fecha de administracion del farmaco. En caso del grupo testigo la canalizacion
de la vagina se revisd a partir de los 30 dias de edad.

Una vez que las hembras presentaron canalizacidén de la vagina, durante
dos semanas se realizaron frotis vaginales que fueron teiidos por la técnica de
Hematoxilina-Eosina y se evalud el ciclo estral de la rata. La frecuencia y
duracién de las diferentes fases del ciclo estral se evaluaron por la proporciéon
relativa de células cornificadas y leucocitos (Fase de Diestro 1), leucocitos (Fase
de Diestro 2), células epiteliales nucleadas (Fase de Proestro) y células
cornificadas (Fase de Estro).
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Procedimiento de la autopsia

Catorce dias previos a la autopsia se tomé diariamente los frotis vaginales
de los animales y cuando cumplieron 90 dias de vida y presentaron un estro
vaginal fueron pesados y posteriormente sacrificados por decapitacion entre las
08:00 y 12:00 horas. Se colectd la sangre del tronco, se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 minutos y se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos,
se separod el suero del botdn celular, se depositdé en tubos eppendorf vy se
almacenaron a -20°C hasta el momento en que se realizo la cuantificacion de Py,
T, E;, LH y FSH, por radioinmunoanalisis (RIA).

Los ovarios, el utero, las glandulas adrenales, el bazo y timo fueron
disecados y pesados en balanza analitica. Los oviductos se revisaron con ayuda
de un microscopio estereoscopico para efectuar el conteo de ovocitos
liberados.

Cuantificacién hormonal por RIA

La cuantificaciéon de hormonas esteroides (P4, Ty E,) se realizd por RIA de
fase sdlida, con estuches comerciales Coat-A-Count (Los Angeles, CA, USA), que
consisten en tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos especificos:
125 o nti-T-1'2° 125

adicionaron 100 pl de suero problema mas 1 ml de la hormona radiactiva (1'%),

anti-P4-l o anti-E,-I"”". En el caso de P, y E, a cada tubo se le
para la T se adicionaron 50 pul del suero. Los tubos fueron agitados en un vortex
durante un minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas;
la muestra se decantd, se retiré el sobrenadante y los tubos fueron colocados

en un contador de rayos gama modelo Cobra 5005 Packard™

para determinar
la concentracion de la hormona en la muestra problema, en funcion de las
cuentas por minuto y de la curva de calibracién. La concentracion de P, se

expreso en ng/ml de suero y las concentraciones de Ty E; en pg/ml.
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La medicion de LH y FSH se realizé por RIA de doble anticuerpo con tubos
de vidrio a los que se les agregaron 100 pl del suero problema, posteriormente
100 pl de la hormona marcada con I'*>, después se adicioné el anticuerpo de
suero de borrego para LH (rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2) segun el caso.
Posteriormente se incubd a temperatura ambiente durante 24 hrs. Después se
le agregaron 100 ul del segundo anticuerpo (suero normal de conejo) se
incubaron por 2 horas y posteriormente los tubos se centrifugaron a 3000 rpm
a -4 °C durante 30 minutos, el sobrenadante fue decantado, se secaron las
paredes de los tubos y se colocaron en un contador de centelleo de rayos
gamma modelo Cobra 5005, Packard™ para determinar la concentracion de la
hormona en la muestra problema.

La cuantificacion de las hormonas se realizd en los Laboratorios de
Hormonas Esteroides y Hormonas Proteicas del Departamento de Biologia de la
Reproduccién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”.

Cilculo de la Tasa de Animales Ovulantes (LA0) y Respuesta
Compensadora del Ovario.

El cdlculo de la Tasa de Animales Ovulantes (TAO), se realizé usando la
siguiente formula:

TAO = Numero de animales que ovulan X 100

Numero total de animales

La Hipertrofia Compensadora del Ovario (HCO) in situ fue calculada con la
siguiente formula:

%HCO =__A-B X100

B donde;
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A = la media del peso del ovario in situ de animales con ovariectomia unilateral

izquierda o derecha.
B = la media del peso del ovario de animales con operacion simulada del lado
izquierdo o derecho.

La Ovulacién Compensadora del ovario (OC) in situ se calculd mediante la

siguiente formula:
%0C=_A-B X100 donde:
B

A =|la media del numero de ovocitos liberados del ovario in situ de animales con
ovariectomia unilateral izquierda o derecha.
B = la media del nimero de ovocitos liberados del ovario de animales con
operacion simulada del lado izquierdo o derecho.

Andlisis Estadistico

Los resultados del peso corporal, peso relativo de los érganos (ovarios,
Utero, glandulas adrenales, bazo y timo), concentracion de hormonas
esteroides y gonadotropinas se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza
Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba de Tukey.

La edad de apertura vaginal (EAV), la edad del primer estro vaginal
(EPEV), el numero de ovocitos liberados, el porcentaje de hipertrofia
compensadora ovarica (% HCO) y el porcentaje de ovulacion compensadora (%
OC) se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de
Dunn.

La tasa de animales ovulantes (TAO) se analizé con la prueba de probabilidad
exacta de Fisher o de Ji’. En aquellos casos en que se compararon dos grupos se
utilizd la prueba “t” de Student. Se consideraron como estadisticamente
significativas aquellas diferencias con un valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

Inicio de la Pubertad

Los animales tratados con el vehiculo (VH) mostraron un mayor peso
corporal que los testigos absolutos (TA) y que los tratados con valerato de
estradiol (VE). El grupo tratado con VE mostré un adelanto en la edad de
apertura vaginal y en el primer estro vaginal respecto a los grupos con VH o TA

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Media * e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y
del primer estro vaginal (PEV) de animales testigo absoluto (TA), tratados con
vehiculo (VH) o con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y
autopsiados a los 90 dias de edad.

Peso Corporal EAV PEV
(gramos) (dias) (dias)

240.7+6.3 34.6+0.9 36.4+1.1
264.5+7.0% 35.7+0.5
248.9+9.8 18.0 £ 0.3e 18.0 £ 0.3e

¥p <0.05vs. TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
e p <0.05vs. TAy VH (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)
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En el cuadro 2 se observa una ganancia en el peso corporal en los
animales sometidos a la ovariectomia unilateral izquierda, respecto a sus
grupos testigo. En el grupo sometido a la OSl se presentd un retraso en la edad
de la apertura vaginal, mientras que al realizar la ovariectomia unilateral
izquierda, la edad de apertura vaginal y del primer estro vaginal es semejante a
la de los animales intactos. La operacidon simulada derecha resultd en un retraso
en el primer estro vaginal, este retraso desaparece en los animales sometidos a

la ovariectomia unilateral derecha.

Cuadro 2. Media * e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y
del primer estro vaginal (PEV) de animales testigo absoluto (TA), sometidos a
los 24 dias de vida a la Operaciéon Simulada Izquierda (OSl) o Derecha (OSD) o a
la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D) y autopsiados a
los 90 dias de edad.

Peso Corporal EAV PEV
(gramos) (dias) (dias)

240.7+6.3 34.6+0.9 36.4+1.1

246.5+3.2 37.5+0.66 39.5+1.1
264.2+5.41 35.3+0.54 35.6+0.64

254.6 £ 8.5 37.5+1.0 40.6+1.16
246.0+ 6.4 35.4+0.2 35.7+£0.44

M p<0.05vs. TAy sugrupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
é p<0.05vs. TA (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)
Ap <0.05 vs. su grupo con OS (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)
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Las hembras tratadas con VH que se sometieron a la operacidén simulada
derecha o a la ovariectomia unilateral derecha presentaron un menor peso
corporal que el grupo control Unicamente inyectado con VH. Los animales con
VH que conservan el ovario izquierdo in situ presentan un menor peso corporal
qgue los animales que conservan el ovario derecho in situ. Las ratas con VH
sometidas a la ovariectomia unilateral izquierda presentaron un adelanto en la

edad de apertura vaginal (cuadro 3).

Cuadro 3. Media * e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y
del primer estro vaginal (PEV) de animales tratados con aceite de maiz (VH) a
los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la Operaciéon Simulada
Izquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda
(VH OUL-1) o Derecha (VH OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Peso Corporal EAV PEV
(gramos) (dias) (dias)

VH 264.5+7.0 35.7+0.5 36.8+0.6

VH OSI 251.5+10.1 33614 343+1.6
VH OUL-I 249.1+4.1 33.3+1.06 35.1+1.3

VH OSD 243.4 + 4.6% 346+2.3 343+3.3
VH OUL-D 230.0+ 5.1+ 34.0+1.7 35.9+2.2

* p < 0.05 vs. VH (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p < 0.05 vs. el grupo con OUL-I (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¢ p <0.05 vs. VH (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dun’s)
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Las hembras tratadas con VE y sometidas a la OUL-D presentaron un
menor peso corporal que los sometidos a la OSD. En la rata, la sola
administracion de VE indujo un adelanto en el inicio de la pubertad de
aproximadamente 16 dias (cuadro 1). Cuando los animales son sometidos a la
operacion simulada o a la ovariectomia unilateral, la edad de apertura vaginal y
del primer estro se retrasan respecto al grupo inyectado con el VE, pero se
siguen presentando aproximadamente 14 dias antes que en un animal intacto

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Media * e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal (EAV) y
del primer estro vaginal (PEV) de animales tratados con valerato de estradiol
(VE) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la Operacidn
Simulada Izquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
lzquierda (VE OUL-l) o Derecha (VE OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Peso Corporal EAV PEV
(gramos) (dias) (dias)

VE 248.9+9.8 18.0+0.3 18.0+0.3

VE OSI 2445+ 14.5 19.2£0.2 19.2 £0.2
VE OUL- 239.7+12.3 21.2+0.2v 21.2+0.2v

VE OSD 241.0+5.0 20.0+0.36 20.5+0.5¢6
VE OUL-D 222.0+6.4¢ 20.5+0.56 20.5+0.5¢6

4 p <0.05 vs. su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¥ p <0.05vs. VE y su grupo con OS (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)
é p <0.05vs. VE (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)
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Respuesta Ovulatoria

El tratamiento con VE a ratas hembras de 10 dias y sacrificadas a los 90
dias de edad disminuyd el porcentaje de animales ovulantes en comparacion
con los animales TA o tratados con VH (Figura 4). En los animales tratados con
el VH no se modificd el niumero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o
derecho, mientras que el Unico animal que ovuld con la administracion de VE

liberé en total nueve ovocitos por ambos ovarios (Cuadro 5).

% ANIMALES OVULANTES
100 -
16/19
80 T t:?-c?-c}-c?:}-c
60 - <z<:<:<:4:<>
S i
40 N ettt
NN
209 o V14
0 T . Y T T )
TA VH VE

*p<0.05vs. TAy VH (prueba de Ji?)

Figura 4. Porcentaje de animales ovulantes de hembras testigo absoluto (TA),
tratados con vehiculo (VH) o con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad
y autopsiados a los 90 dias de edad.
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Cuadro 5. Media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ovario de
animales testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.

Ovocitos Liberados por Ovario

Izquierdo Derecho

6.9+ 0.6 49+0.8
5.9%0.5 6.510.8
(1) (8)

En () aparece el numero de ovocitos liberados por el animal ovulante

En la figura 5 se observa que la operacion simulada o a la ovariectomia
unilateral no modificaron el porcentaje de animales ovulantes. En cuanto al
numero de ovocitos liberados, los animales sometidos a la ovariectomia
unilateral mostraron una cuota ovulatoria semejante a la de los animales que
conservaron ambos ovarios (Cuadro 6).

% Animales Ovulantes

100 . 1212 12112 1010 12012

60

%

20 -

OUL-I OuUL-D

Figura 5. Porcentaje de animales ovulantes de hembras testigo absoluto (TA),
sometidas a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (OSI) o
Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-
D) y autopsiadas a los 90 dias de edad.
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Resultados

Cuadro 6. Media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ovario de

animales testigo absoluto (TA), sometidos a los 24 dias de vida a la Operacidn
Simulada Izquierda (OSI) o Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
lzquierda (OUL-l) o Derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Ovocitos Liberados por Ovario

Izquierdo

Derecho

Totales

6.9+0.6

49+0.8

100£1.1

6.3+ 0.6

12.8 £0.5

146 £0.7%

14.6£0.7%

12.2£0.5

13.8+0.5%

13.8£0.5%

¥ p <0.05vs. TAy su grupo con OS (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)

Resultados semejantes a los anteriores observamos en los animales

tratados con VH, donde no se observan diferencias en el porcentaje de

animales ovulantes (figura 6). En los animales con ovariectomia unilateral, el

numero de ovocitos liberados fue semejante al liberado por los dos ovarios de

los grupos con operacion simulada o de animales tratados con el VH (cuadro 7).
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Resultados

100 1~
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Figura 6. Porcentaje de animales ovulantes de hembras tratadas con aceite de

maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidas a los 24 dias de vida a la Operacién
Simulada lzquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
Izquierda (VH OUL-I) o Derecha (VH OUL-D) y autopsiadas a los 90 dias de edad.

Cuadro 7. Media = e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por ovario de

animales tratados con aceite de maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidos a los
24 dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VH OSl) o Derecha (VH OSD)
o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (VH OUL-l) o Derecha (VH OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.

I G Ovocitos Liberados por Ovario I

rupo

Izquierdo

Derecho

Totales

VH

59+0.5

6.5+0.8

11.7£0.9

VH OSI

7.610.8

13.3+1.2

VH OUL-I

12.6 £0.70%

12.6 £ 0.7

VH OSD

12.4+0.6

VH OUL-D

11.0+1.0v

11.0+1.0

¥ p < 0.05 vs. VH y su grupo con OS (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba Dunn’s)

39



Julieta Azucena Espinoza Moreno Resultados

En todos los grupos a los que se les administrd VE se redujo el porcentaje
de animales ovulantes. En los grupos con VE, donde ovulé uno o dos animales la

cuota ovulatoria fue normal (figura 7).

% ANIMALES OVULANTES
100 -
80 -
60 -
<
40
201 14 1/11
. | s 08 meem 014
VE VE 0S| VE OUL-| VE OSD VE OUL-D

Figura 7. Porcentaje de animales ovulantes de hembras tratadas con valerato
de estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidas a los 24 dias de vida a la
Operacién Simulada lzquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a la Ovariectomia
Unilateral Izquierda (VE OUL-1) o Derecha (VE OUL-D) y autopsiadas a los 90 dias
de edad.
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®eso Relativo de los Organos

La administracion de VE a ratas hembra de 10 dias de edad y sacrificadas
a los 90 dias de vida resulté en una disminucion en el peso de ambos ovarios,
con respecto al grupo TA y al grupo tratado con VH. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas en el peso del Gtero (Cuadro 8).

Cuadro 8. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del
ovario izquierdo, derecho y utero de animales testigo absoluto (TA), tratados
con vehiculo (VH) o con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad vy
autopsiados a los 90 dias de edad.

| Ovarios |
G

rupos n Utero
Izquierdo Derecho

TA 19 15.0 £0.5 15.1+0.5 1489+ 5.6
VH 18 15.0+£0.6 14.7 £ 0.6 152.7+3.8
VE 14 11.2+0.9® 12.0+1.1® 154.8 6.2

®p<0.05vs. TAy VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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En el cuadro 9 observamos que al realizar la operacidn simulada izquierda
el peso de ambos ovarios disminuyd, con la ovariectomia unilateral el ovario
remanente presentd el fendmeno de hipertrofia compensadora ovarica donde
el ovario derecho gano mas peso que el izquierdo. Solo los animales sometidos
a la ovariectomia unilateral izquierda presentaron un aumento en el peso del
utero, comparado con los animales sometidos a la operacion simulada

izquierda.

Cuadro 9. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del
ovario izquierdo, derecho y utero de animales testigo absoluto (TA), sometidos
a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada Izquierda (OSl) o Derecha (OSD) o
a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-l) o Derecha (OUL-D) y autopsiados
a los 90 dias de edad.

Ovarios .,
Utero

Izquierdo Derecho

15.0 £0.5 15.1+0.5 1489+ 5.6

12.8 £0.7* 13.0 £ 0.4 136.0+ 3.9
25.6+0.5% 1546 +5.6¢

14.4+0.6 146.8+7.7
228+ 0.79 % 154.4+6.4

* p < 0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

¥ p<0.05vs. TAy su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p < 0.05 vs. el grupo con OUL-I (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

4 p <0.05vs. sugrupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Cuando los animales fueron inyectados con el VH y sometidos a la
ovariectomia unilateral ya sea izquierda o derecha el peso de las gdnadas
remanentes aumentd. El peso del utero no se modificé en ninguno de los

grupos experimentales (Cuadro 10).

Cuadro 10. Media * e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del
ovario izquierdo, derecho y Utero de animales tratados con aceite de maiz (VH)
a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la Operacion Simulada
Izquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda
(VH OUL-1) o Derecha (VH OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Ovarios .,
Utero

Izquierdo Derecho

VH 15.0+£0.6 14.7 £ 0.6 152.7+3.8

VH OSI . . 13.9+0.4 149.2+6.4
VH OUL-I 23.5+0.7% 149.8+ 6.2

VH OSD 143 +0.8 15.2+0.6 154.1+4.8
VH OUL-D 247+ 1.1e 172.1 £ 10.5

¥ p <0.05vs. VHy su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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En los animales tratados con VE y sometidos a la operaciéon simulada
izquierda o derecha el peso del ovario derecho fue menor, respecto al grupo
tratado con el VE. En las hembras con ovariectomia unilateral, la génada
remanente presenta una ganancia en peso. Unicamente la ovariectomia

izquierda disminuyé el peso del utero (Cuadro 11).

Cuadro 11. Media * e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) del
ovario izquierdo, derecho y utero de animales tratados con valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la
Operacién Simulada lzquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a la Ovariectomia
Unilateral Izquierda (VE OUL-l) o Derecha (VE OUL-D) y autopsiados a los 90 dias
de edad.

Ovarios
Izquierdo Derecho

Utero

VE 11.2£0.9 120+1.1 154.8 + 6.2

VE OSI 10.0+0.7 7.9 +0.8% 144.6 + 15.4
VE OUL- 17.8+ 1.2 127.5+ 6.3% %

VE OSD .8%0. 1384+ 7.6
VE OUL-D 151+ 1.2 157.9+10.1

¥ p <0.05vs. VE y su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
* p < 0.05 vs. VE (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p < 0.05 vs. el grupo con OUL -D (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Resultados

En ningun grupo se modificd el peso relativo de la masa adrenal ni del

bazo. Con respecto al timo se observd un menor peso respecto a los animales

TA (Cuadro 12).

Cuadro 12. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la
masa adrenal, el bazo y el timo de animales testigo absoluto (TA), tratados con
vehiculo (VH) o con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y

autopsiados a los 90 dias de edad.

Masa adrenal Bazo

Timo

25.1+0.9 223.8+9.1

165.6 + 7.5

22.7 £0.7 246.5+22.4

148.8+ 8.4

23.8+1.1 2449 +10.0

" p <0.05vs. TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

128.7 + 10.9%
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Con la ovariectomia unilateral izquierda el peso de la masa adrenal y del

timo fue mayor, respecto al grupo con operacidon simulada (Cuadro 13).

Cuadro 13. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la
masa adrenal, el bazo y el timo de animales testigo absoluto (TA), sometidos a
los 24 dias de vida a la Operacion Simulada Izquierda (OSl) o Derecha (OSD) o a
la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D) y autopsiados a
los 90 dias de edad.

Masa adrenal Bazo Timo

25.1+0.9 223.8+9.1 165.6 + 7.5

24.6 £0.8 2219 + 7.2 127.3 + 9.6%
305t1.1ve 215.8+ 3.6 162.8+8.2¢

23.2+0.6 231.2+9.0 150.5+ 5.6
24.1+£0.7 222.2+4.2 146.0+ 6.4

¥ p<0.05vs. TAy su grupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p < 0.05 vs. el grupo con OUL -D (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

* p < 0.05 vs. TA (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

4 p <0.05 vs. sugrupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

46



Julieta Azucena Espinoza Moreno

Resultados

En las hembras tratadas con VH la operacidon simulada o la ovariectomia

unilateral no modificd el peso de la masa adrenal. La operacién simulada

derecha resultd en un mayor peso del bazo. Mientras que con la ovariectomia

unilateral izquierda el peso del timo fue menor (Cuadro 14).

Cuadro 14. Media * e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la
masa adrenal, el bazo y el timo de animales tratados con aceite de maiz (VH) a
los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la Operacion Simulada
Izquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda
(VH OUL-1) o Derecha (VH OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Masa adrenal

Bazo

Timo

VH 22.7 £0.7

246.5+22.4

148.8+ 8.4

VH OSI 21.5+1.1

243.4+14.6

132.3+6.6

VH OUL-I 22.8+1.1

269.2 £ 16.8

1209+ 7.7%

VH OSD 23.5+1.0

340.5 £26.7*

167.5 + 10.5

VH OUL-D 247+1.0

* p < 0.05 vs. VH (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

260.1+14.4¢

150.5+ 6.0

4 p <0.05 vs. sugrupo con OS (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p < 0.05 vs. el grupo con OUL-I (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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En los animales tratados con VE que conservaron el ovario izquierdo in
situ hubo una ganancia del peso relativo de la masa adrenal comparada con su
grupo con operacion simulada, cuando se realizd la operacidn simulada
izquierda el peso del bazo disminuyd. Con la ovariectomia unilateral izquierda el

peso del timo fue menor (cuadro 15).

Cuadro 15. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de peso corporal) de la
masa adrenal, el bazo y el timo de animales tratados con valerato de estradiol
(VE) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias de vida a la Operacién
Simulada Izquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
lzquierda (VE OUL-l) o Derecha (VE OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

Masa adrenal Bazo Timo

VE 23.8+1.1 2449 +10.0 | 128.7* 10.9

VE OSI 22.7+1.8 211.2 + 8.6* 153.6 £ 11.9
VE OUL- 23.9+0.5 2945+24.6¢ | 1155+6.4¢

VE OSD 21.8+1.0 295.8+32.3 138.5+12.8
VE OUL-D 255+1.0¢ 251.3+109 | 148.7+8.3¢%

4 p<0.05vs. sugrupo con OS (pruebat de Student)
* p < 0.05 vs. VE (prueba t de Student)
% p < 0.05 vs. el grupo con OUL-D (prueba t de Student)
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Hormonas Esteroides

Progesterona

En los animales tratados con VH a los 10 dias de vida y sacrificados al
cumplir los 90 dias de edad, la concentracion sérica de progesterona disminuyo
en comparacion con los animales testigo absoluto. La administracion de VE no

modifico la concentracion de la hormona (Figura 8).

30

24

18 1

ng/ml

12 A

TA VH VE
* p < 0.05 vs. TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
Figura 8. Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de progesterona

animales testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.
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En la figura 9 podemos observar que la OSD resulté en una menor
concentracion sérica de la hormona, esta respuesta fue similar cuando los
animales fueron sometidos a la ovariectomia unilateral. Las hembras con el
ovario izquierdo in situ presentaron una mayor concentracion de P, que las que

mantuvieron la génada derecha (5.5 £ 0.5 vs. 3.5 £ 0.5 p<0.05).

30 -

24 |

18

ng/ml

TA OSlI OUL-I 0SD OUL-D

¥ p<0.05vs. TAy grupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
* p < 0.05 vs. TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p <0.05vs. el grupo con OUL-I (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 9. Media £ e.e.m. de la concentracion plasmatica de progesterona de
animales testigo absoluto (TA), sometidos a los 24 dias de vida a la Operacidn
Simulada Izquierda (OSl) o Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
lzquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.
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Cuando las hembras fueron tratadas con el VH y sometidas a la operacion
simulada izquierda, la concentracion de P, aumentd y este efecto se mantuvo
cuando los animales fueron sometidos a la ovariectomia unilateral izquierda. La
concentracion sérica de la hormona se incrementd cuando los animales fueron

sometidos a la ovariectomia unilateral derecha (Figura 10).
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* p <0.05vs. VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

¥ p<0.05vs. VHy su grupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de progesterona de
animales tratados con aceite de maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidos a los
24 dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD)
o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (VH OUL-I) o Derecha (VH OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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En la figura 11 podemos apreciar que en los animales en los que se indujo
el SOPQ, ni la operacién simulada ni la ovariectomia unilateral produjeron algun

efecto en la concentracion sérica de la P,.
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Figura 11. Media + e.e.m. de la concentracidon plasmatica de progesterona de
animales tratados con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidos
a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VE OSl) o Derecha (VE
OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (VE OUL-I) o Derecha (VE OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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Testosterona

La administracion de VE a ratas hembras de 10 dias de vida y sacrificadas
al cumplir los 90 dias no modifico la concentracion sérica de testosterona, en

comparacion con los animales TA o tratados con VH (Figura 12).
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Figura 12. Media + e.e.m. de la concentracidon plasmatica de testosterona de
animales testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de
estradiol (VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.
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Estradiol

Las hembras tratadas con VE a los 10 dias de vida y sacrificadas al cumplir
los 90 dias de edad, presentaron un incremento en la concentracion sérica de

estradiol en comparacion con los animales TA o tratados con VH (Figura 13).

TA VH VE

@ p<0.05vs. TAy VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 13. Media + e.e.m. de |la concentracién plasmatica de estradiol animales
testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de estradiol
(VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.
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Como se puede apreciar en la figura 14, cuando los animales son
sometidos a una operacion simulada izquierda o derecha a los 24 dias de vida
esta no tiene efectos sobre la concentracion de E, cuando la rata llega a la
etapa adulta, no obstante la ovariectomia unilateral provoca efectos
asimétricos en la concentracidon de la hormona, donde el ovario izquierdo es

mas eficiente en la sintesis del E; (113.0 £ 23.5 vs. 47.5 + 6.1 p<0.05).
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TA OSsl OUL-I 0OSD OUL-D

¥ p<0.05vs. TAy sugrupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p <0.05vs. el grupo con OUL-I (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 14. Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de estradiol de
animales testigo absoluto (TA), sometidos a los 24 dias de vida a la Operacion
Simulada Izquierda (OSl) o Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral
Izquierda (OUL-l) o Derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.
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La operacidon simulada realizada en la etapa juvenil de las hembras
tratadas con el VH produjo una elevacién en las concentraciones de E, con
respecto a las hembras Unicamente inyectados con el VH, esta elevaciéon es

mayor en las hembras sometidas a la OUL-D (Figura 15).
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* p < 0.05 vs. VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¥ p<0.05vs. VHy su grupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 15. Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de estradiol de
animales tratados con aceite de maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidos a los
24 dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VH OSl) o Derecha (VH OSD)
o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (VH OUL-l) o Derecha (VH OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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La figura 16 presenta a los grupos de animales tratados con VE donde

observamos que la OSD incrementa la concentracion de la hormona en

comparacion con el grupo unicamente tratado con el fdrmaco. En los animales

con el SOPQ, la ovariectomia unilateral modificd las concentraciones de la

hormona de manera asimétrica, donde el ovario izquierdo es mas eficiente en

la sintesis de E,.
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4 p <0.05vs. sugrupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
* p < 0.05 vs. VE (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p <0.05vs. el grupo con OUL-I (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 16. Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de estradiol

de

animales tratados con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidos
a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada Izquierda (VE OSI) o Derecha (VE
OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (VE OUL-l) o Derecha (VE OUL-D) y

autopsiados a los 90 dias de edad.
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Gonadotropinas

LH

La administracion del VE en la etapa infantil de la rata hembra produjo,
en la etapa adulta, un decremento en la concentracion sérica de la LH

comparada con el grupo TA o tratado con VH (Figura 17).
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TA VH VE

@ p<0.05vs. TAy VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 17. Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de LH animales
testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de estradiol
(VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.
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En la figura 18 observamos que la operacion simulada izquierda o
derecha realizada a los 24 dias de vida en la rata hembra aumenta las
concentraciones de la LH, este aumento persiste cuando los animales son

sometidos a la ovariectomia unilateral izquierda o derecha.

TA oSl OUL-I 0SD OUL-D

* p < 0.05 vs TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

¥ p<0.05vs. TAy sugrupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 18. Media + e.e.m. de la concentracidon plasmatica de LH de animales
testigo absoluto (TA), sometidos a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada
Izquierda (OSI) o Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-I)
o Derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.
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En las ratas inyectadas con VH, ni la operacion simulada ni la

ovariectomia unilateral modificé la concentracidn plasmatica de LH (Figura 19).

ng/ml

0 T T T T T T
VH VHOSI  VH OUL-I VHOSD VHOUL-D

Figura 19. Media * e.e.m. de la concentracidon plasmatica de LH de animales
tratados con aceite de maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias
de vida a la Operacion Simulada Izquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la
Ovariectomia Unilateral lzquierda (VH OUL-I) o Derecha (VH OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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En los animales con VE y sometidos a la OUL-I la concentraciéon de LH fue

menor, respecto al grupo con VE (Figura 20).

VE VEOSI VE OUL-I VEQOSD VEOQUL-D

* p < 0.05 vs. VE (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 20. Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de LH de animales
tratados con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24
dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a
la Ovariectomia Unilateral lzquierda (VE OUL-I) o Derecha (VE OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.

61



Julieta Azucena Espinoza Moreno Resultados

FSH

En la etapa adulta la concentracion de la FSH de los animales tratados a
los a los 10 dias con el VH presentd un aumento con respecto a los animales TA,

este efecto se invierte cuando el animal es sometido a la inyeccion de VE

(Figura 21).
15 -
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* p < 0.05 vs. TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
® p<0.05vs. TAy VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 21. Media £ e.e.m. de la concentracidon plasmatica de FSH animales
testigo absoluto (TA), tratados con vehiculo (VH) o con valerato de estradiol
(VE) a los 10 dias de edad y autopsiados a los 90 dias de edad.
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En la figura 22 observamos un incremento en la concentracion de la FSH
de los animales sometidos a la OSD o a la ovariectomia unilateral izquierda o

derecha.

15 v

ng/ml

TA 0Sl OUL-I 0SD OuUL-D

¥ p<0.05vs. TAy su grupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
* p < 0.05 vs. TA (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 22. Media * e.e.m. de la concentracion plasmatica de FSH de animales
testigo absoluto (TA), sometidos a los 24 dias de vida a la Operacién Simulada
Izquierda (OSI) o Derecha (OSD) o a la Ovariectomia Unilateral Izquierda (OUL-I)
o Derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.
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Cuando las hembras fueron tratadas con el VH y en la etapa juvenil
sometidas a la operacién simulada izquierda o derecha, presentaron una
disminucién en la concentracién de la FSH con respecto al grupo Unicamente
tratado con VH. Cuando se realizé la OUL-I la hormona presentd un incremento
con respecto a su grupo con operacidon simulada, mientras que con la OUL-D
disminuyd la concentracion de la hormona con respecto a su grupo testigo

(Figura 23).

15

12 4 ¢

ng/ml

VH VHOSI VH OUL-I VHOSD VHOUL-D

* p < 0.05 vs. VH (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
¢ p <0.05vs. sugrupo con OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
&% p <0.05vs. el grupo con OUL-I (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)

Figura 23. Media £ e.e.m. de la concentracion plasmatica de FSH de animales
tratados con aceite de maiz (VH) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24 dias
de vida a la Operacion Simulada Izquierda (VH OSI) o Derecha (VH OSD) o a la
Ovariectomia Unilateral lzquierda (VH OUL-I) o Derecha (VH OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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En la figura 24 observamos que en los animales que presentan el SOPQ, la
operacion simulada izquierda o derecha o la ovariectomia unilateral no

modifico la concentracion de la FSH en la etapa adulta de los animales.

15 1

ng/ml

VE VEQOSI VE OUL-I VEOSD VEOUL-D

Figura 24. Media t e.e.m. de la concentracion plasmatica de FSH de animales
tratados con valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de vida, sometidos a los 24
dias de vida a la Operacién Simulada lzquierda (VE OSI) o Derecha (VE OSD) o a
la Ovariectomia Unilateral lzquierda (VE OUL-I) o Derecha (VE OUL-D) y
autopsiados a los 90 dias de edad.
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Respuesta Compensadora del Ovario

Porcentaje de Ovulacion Compensadora del Ovario

Dado que en aproximadamente el 90% de las hembras tratadas con VE y
sometidas a la ovariectomia unilateral se bloqued la ovulacidon, no se pudo

realizar el calculo del porcentaje de ovulacion compensadora.

En los animales sin tratamiento o tratados con vehiculo, el porcentaje de

ovulaciéon compensadora no dependié del ovario remanente (Cuadro 16).

Cuadro 16. Media + e.e.m. del porcentaje de ovulacion compensadora del
ovario in situ (OC) de animales sin tratamiento o tratados con vehiculo (VH) a
los 10 dias de edad, sometidos a los 24 dias de edad a la ovariectomia unilateral
izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D) y autopsiados a los 90 dias de edad.

| %0C |

Ovario in situ
Izquierdo Derecho

Grupo

Sin tratamiento
OUL-I 12 - 134.5+9.1

OUL-D 12 128.7+6.4 -
Tratados con el vehiculo
VH OUL-I 13 - 75.4+3.8

VH OUL-D 17 92.0%+9.9 -
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Porcentaje de Hipertrofia Compensadora del Ovario

En el animal con ovariectomia unilateral tratada o no con el VH
presentaron una ganancia del peso del ovario in situ semejante. En las
inyectadas con VE, el porcentaje de hipertrofia fue mayor para el ovario

derecho in situ (cuadro 17).

Cuadro 17. Media + e.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del
ovario in situ (HCO) de animales sin tratamiento o tratados con vehiculo (VH) o
valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad, sometidos a los 24 dias de edad
a la ovariectomia unilateral izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D) y autopsiados a
los 90 dias de edad.

%HCO

Ovario in situ

Izquierdo Derecho

Sin tratamiento
12 - 83.8+7.4

12 66.7 +5.4 -
Tratados con el vehiculo
13 - 65.3+3.9

17 77.7£5.0 -

ratados con valerato de estradiol
VE OUL-I 11 - 71.2+8.7
VE OUL-D 15 49.1 +4.7%* -

* p < 0.05 vs. ovario derecho in situ (prueba U de Mann-Whitney)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata
hembra adulta con SOPQ la ovariectomia unilateral, realizada a los 24 dias de
edad, no restablecid la respuesta ovulatoria ni disminuyd la secrecion de E; lo
que resultd en el mantenimiento del sindrome.

El inicio de la pubertad depende de factores como la alimentacidn, la
concentracion plasmatica de hormonas esteroides, la innervacion ovarica, la
maduracién del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, asi como de las condiciones
ambientales (Ojeda y Urbanski, 1994). El estrés puede ser otro factor que
modifique el inicio de la pubertad, tal y como se muestra en el presente
estudio, donde la laparotomia resultd en un retraso de la edad en que se
produce la canalizacion de la vagina, mientras que la ovariectomia unilateral no
la modifica, resultados semejantes a lo reportado por Ramirez (2007). La
induccién del SOPQ, por el tratamiento con VE resultd en un adelanto del inicio
de la pubertad, similar a lo ya descrito (Rosa-e-Silva y col., 2003; Morales y col.,
2010), respuesta que no se modifica por la ovariectomia unilateral. El adelanto
de la pubertad se podria explicar por el incremento en la concentracion de E, lo
que hace a la membrana vaginal mds sensible (Rosa-e-Silva y col., 2003).

La induccion del SOPQ a ratas infantiles resulté en una mayor
concentracion plasmatica de E,, sin cambios en el peso del utero cuando el
animal alcanza los 90 dias de vida (Morales y col., 2010). Al igual que en el caso
anterior, en los animales con SOPQ que fueron sometidos a la ovariectomia
unilateral no se observé una correlacidon entre la concentracion de E, y el peso
del Utero, ya que a mayor concentracion de la hormona el peso del tejido no se
modificé.
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Ramirez (2007) mostrd que en la rata prepuber, la operacion simulada
izquierda modifica el peso del bazo en respuesta a la activacion del sistema
inmunolégico por la laparotomia. En el presente estudio, los efectos de la
laparotomia sobre el peso del bazo son anulados por la ovariectomia.

El timo es una 6rgano que alcanza su mayor tamano antes de la pubertad,
a partir de este momento empieza a involucionar, esto en respuesta al aumento
en la concentracién de hormonas esteroides (Cormack, 1988). En la rata sin el
SOPQ, la ovariectomia realizada en la etapa juvenil resulta en un incremento de
la concentracion de P, en la etapa adulta, sin embargo este aumento en la
hormona no se ve reflejado en la involucion del timo. Mientras que con el SOPQ
y ovariectomizadas la concentracidon de P4 es igual a la de un animal tratado con
VE pero que tiene ambos ovarios, sin que se produzca la involucion del timo.

Han sido varias las hipdtesis que han tratado de explicar la etiologia del
sindrome, algunas de ellas plantean que se produce como respuesta a un
cambio en la secrecidon hormonal del ovario.

Si bien se ha mostrado que en el SOPQ se produce hiperplasia de las
células tecales, esto no parece -correlacionarse directamente con Ia
concentracion de P4, ya que hay quienes mencionan que no se modifica
(Farookhi y col., 1985; Barria y col., 1993; Rosa-e-Silva y col., 2003) y otros que
se produce un aumento en la concentracién de la hormona (Manneras y col.,
2007). En este trabajo pudimos observar que en los animales con SOPQ, la
concentracion de la hormona es similar al de un animal testigo. Sin embargo,
cuando en la hembra tratada con VE se le somete a la ovariectomia unilateral,
el ovario in situ disminuye su capacidad para secretar P,, comparado con el
animal inyectado con el VH y ovariectomizado. Estos resultados nos permiten
sugerir que a nivel del foliculo ovarico podria estar alterado el sistema
enzimatico involucrado en el paso de la pregnenolona a P,.
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En el presente estudio, descartamos que los cambios observados en la
concentracion de P, se deban al niumero de CL, ya que en la rata con VH vy
ovariectomizada el nimero de ovocitos liberados por el ovario in situ es
equivalente al liberado por los dos ovarios de un animal intacto, sin embargo la
concentracion de P, casi se duplicd. Con estos resultados sugerimos que en
nuestro modelo experimental los cambios en la concentracidon de P, podrian ser
un reflejo de la respuesta de la adrenal.

En la rata adulta la ovariectomia unilateral (Barco y col., 2003) no
modifica la concentracion de P, una hora después de la cirugia. En nuestro caso,
cuando realizamos en la etapa juvenil la extirpacion de un ovario, disminuyo la
concentracion sérica de la hormona en la etapa adulta, donde la disminucion
fue mayor cuando se extirpd el ovario izquierdo. La respuesta asimétrica que
observamos en la rata ovariectomizada se pierde cuando se induce
previamente el SOPQ.

El SOPQ en la mujer (Greenblatt y Mahesh, 1976; Burghen y col., 1980;
Goldzieher, 1981) y en la rata (Ward y col., 1978) ha sido también atribuido a
los andrégenos plasmaticos. Estudios clinicos y en animales sugieren que el
SOPQ se desarrolla por un exceso de andrégenos en la etapa fetal o en la vida
prepuberal, donde algunos tejidos son reprogramados y manifiestan el
sindrome en la adolescencia o en la adultez (Walters y col., 2008; Steekler y col.,
2009). La patologia se ha desarrollado por la exposicién continua a
dihidroxitestosterona (DHT), un andrégeno no aromatizable (Feng v col., 2009).

En el presente estudio el tratamiento con VE no modificd las
concentraciones plasmaticas de T, probablemente porque éstos son
metabolizados a estrogenos. Respuesta similar se observa cuando se administra
el VE en la etapa adulta, donde no se modifican las concentraciones de
androstenediona, dihidroxiepiandrosterona (DHEAS) vy T 4, 5 y 6 semanas
posteriores al tratamiento (Hemmings y col., 1983). Estos resultados llevaron a
los autores a sugerir que los andrégenos no estan involucrados en la generacion
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de los ovarios poliquisticos, sino que probablemente se deba a una alteracién

en el patron de secrecion de la GnRH hipotalamica o de las propias
gonadotropinas hipofisiarias.

En la mujer, como en el modelo de la rata con SOPQ inducido
experimentalmente por la administracion de VE, el ovario secreta cantidades
excesivas de estrégenos (Barria y col., 1993). Por esta razdn, algunos autores
sugieren que la falta de ovulacion en los animales con SOPQ se debe al
aumento en la concentracion de E, que estaria regulando de manera inhibitoria
la secrecidon de las gonadotropinas (Barria y col., 1993; Rosa-E-Silva y col.,
2003). Esta idea es apoyada por los estudios realizados por el grupo de Brawer
(1978), quienes después de inyectar VE observaron aumento en |la
concentracion de E, desde la segunda hasta la octava semana después de la
administracion del farmaco. Incluso hay evidencias de que hasta 22 semanas
después de la administracion del VE sigue incrementando la concentracion
plasmatica de E, (Schulster y col., 1984). Estos resultados permitieron a los
autores sugerir que en el animal con SOPQ, las concentraciones de E, son
producidas por el ovario, ya que el VE desaparece varias semanas después de su
administracion.

En el presente estudio observamos que la sola inyeccion de VE a la rata
hembra infantil produce aumento en la concentracion sérica de E, cuando el
animal llega a la etapa adulta. En las hembras con SOPQ, la ovariectomia
unilateral realizada a los 24 dias de vida no disminuyd la concentracion sérica
de E, tal y como lo habiamos planteado, ademdas observamos que cuando el
ovario in situ es el izquierdo la concentracidon de la hormona es mayor que
cuando queda el ovario derecho, lo que nos indica que en el animal con SOPQ 'y
ovariectomia unilateral la secrecion de E, en la etapa adulta se da de manera
asimétrica, donde el ovario izquierdo es mas eficiente en la sintesis de E,. Es
probable que la asimetria varie en funcién de la edad del animal, ya que
previamente mostramos que en animal puber, sin ninguna patologia, es el
ovario derecho in situ mas eficiente en la sintesis de la hormona (Ramirez,
2007).
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Cabe senalar que en los animales tratados con VE y sometidos a la
ovariectomia unilateral se presenta el fendmeno compensador en la secrecion
de E, por parte del ovario remanente, ya que la concentracion de la hormona es
similar a la que presentan los animales tratados con VE y que conservan sus dos
ovarios intactos. La respuesta asimétrica que observamos podria ser atribuida a
la cantidad de fibras nerviosas que recibe cada ovario (Morales y col., 1993;
Barco y col., 2003; Flores y col., 2006).

Actualmente existe controversia sobre el efecto que provoca en la rata
hembra la administracion del VE sobre la secrecion de las gonadotropinas. En la
rata adulta tratada con VE la concentracion de LH no se modifica de la sexta
hasta la 22 ava semana, si se compara con la concentracion reportada para el
dia del proestro (Brawer y col., 1978; Hemmings y col., 1983; Schulster y col.,
1984), mientras que otros autores sefialan que a las 22 semanas después de la
inyeccion del VE, la concentracion de la hormona es mas alta que en los
animales testigo (Brawer y col., 1978). Por ultimo, hay quienes dicen que el
efecto del farmaco se produce en los primeros 2 meses post-tratamiento, ya
gue la concentracion de ambas gonadotropinas disminuye desde del dia 5 hasta
el dia 56 (Brawer y col., 1986).

Al igual que para la LH, el patron de secrecién de FSH puede o no
modificarse en respuesta al VE. El grupo de Brawer (1978) mostrd que en la rata
adulta la administracion de VE no modifica las concentraciones plasmaticas de
FSH en las primeras 8 semanas pos-tratamiento, mientras que otros sefialan
que se produce un descenso inicial (sexta semana) y después se recupera a
valores semejantes a los que presenta un animal en proestro (Schulster y col.,
1984). En nuestra cepa de animales la induccién del SOPQ en la rata infantil,
resulta en una disminucion de la concentracién plasmatica de ambas
gonadotropinas, cuando el animal llega a la etapa adulta. Esta respuesta podria
ser explicada por el aumento en la concentracion de E,, el cual ejerce un efecto
inhibitorio sobre el hipotalamo vy la hipdfisis.
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En la hembra con SOPQ y ovariectomia unilateral las concentraciones de
gonadotropinas fueron menores, respecto al grupo tratado con el vehiculo y
ovariectomia. Esto podria indicar que en las hembras con el sindrome el eje
hipotdlamo-hipdfisis es mas sensible a la retroalimentacion inhibitoria ejercido
por los estrogenos.

En el presente estudio se observd que al realizar la ovariectomia
unilateral a ratas juveniles, intactas o tratadas con el VH, la ovulacion
compensadora fue independiente del ovario extirpado. Resultados semejantes
se han obtenido cuando se realiza la ovariectomia unilateral en la etapa
prepuberal (Ricardo, 2005; Morales y col., 2007; Ramirez, 2007) o en la adulta
(Chavezy col., 1987; Chavez y Dominguez, 1994).

En la mujer con SOPQ vy en la rata tratada con VE se produce el fendmeno
conocido como anovulacién crénica (Brawer y col., 1986; Linares, 2007; Yen,
2001). Este efecto también se observé en nuestros animales. El grupo de
Farookhi (1985) sugirio que el SOPQ se desencadena por un exceso de
estrogenos, por lo cual al extirpar uno de los ovarios, principal 6rgano
productor de E,, el ovario presenta CL, indicadores de que se ha producido la
ovulacién. En el presente estudio, la ovariectomia unilateral no fue capaz de
inducir la ovulacidn, evaluada por la ausencia de ovocitos en los oviductos, y
aunado a esta observacion, se ha revisado al azar los cortes histolégicos de
algunos ovarios sin que se detecte la presencia de cuerpos luteos.

Brawer (1986) describié que en la rata adulta tratada con VE no se
produce la ovulaciéon debido a que los foliculos secundarios que se encontraban
en los ovarios no recibian la sefial para ovular siendo retenidos como quistes.

En conclusion, con nuestros resultados podemos decir que en la rata con SOPQ,
la ovariectomia unilateral no resulta en una caida, permanente o a largo plazo,
de la concentracién de E,, lo cual explicaria la ausencia de ovulacion.
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CONCLUSIONES

En la rata con SOPQ, la ovariectomia unilateral no normaliza el inicio

de la pubertad.

En el animal con SOPQ, la ovariectomia unilateral no restablece la

ovulacion.

En la rata con SOPQ, la ovariectomia unilateral no modifica la

secrecion de P,.

En el animal con SOPQ la secrecién de E, no dismuye en respuesta a

la ovariectomia unilateral.

En el animal con SOPQ el ovario izquierdo es mas eficiente en la

sintesis de E,.

En la rata con SOPQ, el ovario derecho in situ modula de manera

inhibitoria la concentracion plasmatica de LH.

En el animal con SOPQ, la ovariectomia unilateral no modifica la

concentracion plasmatica de FSH.

En la rata con SOPQ, el porcentaje de hipertrofia compensadora es

mayor cuando el ovario in situ es el derecho.
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