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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOPQ), es la endocrinopatia mas frecuente en la poblacién
femenina en edad reproductiva con una incidencia mundial del 5 al 15 %. En México se
presenta entre el 6 y el 10 % y es considerada la mayor causa de infertilidad anovulatoria en
el 80 % de los casos. Esta fisiopatologia se correlaciona con alteraciones en la secrecién de

GnRH a nivel de hipotdlamo o bien de las hormonas gonadotrdpicas en la hip&fisis.

El SOPQ tiene un caracter de heredabilidad del 70% donde se presenta por medio de herencia
autosdmica dominante, por lo que se estima que existe un riesgo 5 veces mayor de que las hijas
de madres con SOPQ lo presenten. La gestacién de una madre que padece la patologia es un
proceso que se ve alterado, donde la recurrencia de pérdidas peri-implantacién y de abortos

es alta.

En ratas tratadas con un estrégeno de larga actividad, como es el valerato de estradiol (VE), se
produce una hiperactividad noradrenérgica de las fibras que transcurren por el nervio ovérico
superior (NOS), siendo ésta la responsable del desarrollo del SOPQ. Estudios previos de nuestro
laboratorio han mostrado que, en ratas infantiles, la administracién de VE provoca en la etapa
adulta, alteraciones del ciclo estral, hiperandrogenismo, quistes foliculares y anovulacién,
efectos que son revertidos cuando se elimina la hiperactividad noradrenérgica por la seccién

del NOS.

Con el fin de analizar si los ovocitos de éstas hembras son capaces de ser fertilizados vy si las
caracteristicas inducidas por el VE pueden ser presentadas en la primera generacion filial, en la
presente investigacion se utilizé6 como modelo de estudio a hembras que fueron tratadas al dia
10 post-nacimiento con VE y al dia 60 de edad fueron sometidas a la seccién izquierda, derecha
o bilateral del NOS, diez dias después de la cirugia fueron puestas a aparear y se registrd la tasa

de hembras gestantes, la duracién de la gestacién, nimero de crias y el nimero de hembras.

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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En las hembras tratadas con vehiculo (Vh) la tasa de gestacién fue muy semejante entre los
grupos, independientemente si fueron sometidas a la secciéon uni o bilateral del NOS. En las
hembras con SOPQ y seccién derecha o bilateral del NOS fue menor el porcentaje de hembras
gestantes, efecto que se acompafia de un mayor nimero de reabsorciones fetales, sobre todo
cuando se analiza la seccién derecha del NOS. La duracién de la gestacién y el niUmero de crias
no se modificd, sin embargo, en el grupo de madres con SOPQ y seccién del NOS derecho solo

una hembra logrd la gestacidn a término con 7 crias vivas.

En las hijas se evalud el dia de la apertura vaginal y el primer estro vaginal. En las hijas
provenientes de madres con SOPQ y la seccién bilateral del NOS, la apertura y el primer estro
se encuentran desfasados en comparacién con las hijas del grupo tratado con Vh y con la
seccion bilateral del NOS. La tasa de animales ovulantes (TAO) al primer estro, y el nGmero de
ovocitos liberados no se altera en los animales provenientes de madres Vh con seccién uni o
bilateral. Esta respuesta también se observé en el grupo que proviene de madres con SOPQ y
la secciéon del NOS izquierda, mientras que fue menor la TAO en las hijas de madres con SOPQ

y la seccién del NOS bilateral.

La TAO y el nimero de ovocitos liberados a los 70 dias no se modificd en ninguna de las hijas,
independientemente de la progenitora que provengan. Al primer estro o a los 70 dias,
provenientes de madres Vh o VE més seccién del NOS no se observé hiperandrogenismo, ya
que, la concentracién de testosterona fue muy similar a la de un testigo solo tratado con Vh.
La dindmica folicular en el grupo de hijas que provienen de madres con Vh o VE més la seccién
izquierda del NOS, el nimero de foliculos es muy similar. Cuando las hijas provienen de madres
con VE més la seccién bilateral del NOS, disminuyé a la mitad el nGmero de foliculos en
comparacién con las hijas provenientes de madres tratadas con Vh més la seccién bilateral del

NOS.

Con estos resultados podemos concluir que, en las hijas de madres tratadas con VE, no se
desarrollaron las caracteristicas que definen al SOPQ, pero que existe una condicién que
adelanta el periodo de subfertilidad cuando las hijas provienen de madres con SOPQ vy la

seccion bilateral del NOS.

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most frequent endocrinopathy in the female
population of reproductive age with a worldwide incidence of 5 to 15%. In Mexico it
occurs between 6 and 10% and is considered the major cause of anovulatory infertility in
80% of cases. This pathophysiology is correlated with alterations in the secretion of GnRH

at the level of the hypothalamus or of gonadotropic hormones in the pituitary gland.

PCOS has a heritability of 70% where it occurs through autosomal dominant inheritance,
so it is estimated that there is a 5 times greater risk that the daughters of mothers with PCOS
present it. The gestation of a mother suffering from the pathology is a process that is altered,

where the recurrence of peri-implantation losses and abortions is high.

In rats treated with a long-acting estrogen, such as estradiol valerate (EV), there is
noradrenergic hyperactivity of the fibers that run through the superior ovarian nerve
(SON), which is responsible for the development of PCOS. Previous studies in our
laboratory have shown that, in infant rats, EV administration causes alterations in the
estrous cycle, hyperandrogenism, follicular cysts, and anovulation in adults, effects that are

reversed when noradrenergic hyperactivity is eliminated by sectioning the SON.

In order to analyze if the oocytes of these females are capable of being fertilized and if the
characteristics induced by EV can be presented in the first filial generation, in the present
investigation females that were treated daily were used as a study model. 10 post-natal
with EV and at day 60 of age underwent left, right, or bilateral NOS section, ten days after
surgery they were mated and the rate of pregnant females, gestation duration, number of

pups and the number of females.

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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In females treated with vehicle (Vh) the pregnancy rate was very similar between the
groups, regardless of whether they underwent unilateral or bilateral sectioning of the SON.
In females with PCOS and right or bilateral section of the SON, the percentage of pregnant
females was lower, an effect that is accompanied by a greater number of fetal resorptions,
especially when analyzing the right section of the SON. The duration of gestation and the
number of pups did not change, however, in the group of mothers with PCOS and right

SON section, only one female achieved full-term gestation with 7 live pups.

In the daughters, the day of vaginal opening and the first vaginal estrus were evaluated. In
daughters from mothers with PCOS and bilateral SON section, opening and first estrus are
delayed compared to daughters from Vh and bilateral SON section. The rate of ovulating
animals (RO) at first estrus, and the number of oocytes released are not altered in animals
from Vh mothers with unilateral or bilateral section. This response was also observed in the
group that comes from mothers with PCOS and the left SON section, while the RO was
lower in the daughters of mothers with PCOS and the bilateral SON section.

The RO and the number of oocytes released at 70 days did not change in any of the
daughters, regardless of the parent they came from. At the first estrus or at 70 days, from
Vh or EV mothers plus SON section, no hyperandrogenism was observed, since the
testosterone concentration was very similar to that of a control only treated with Vh. The
follicular dynamics in the group of daughters that come from mothers with Vh or EV plus
the left section of the SON, the number of follicles is very similar. When daughters came
from mothers with EV plus bilateral SON section, the number of follicles decreased by half

compared to daughters from mothers treated with Vh plus bilateral SON section.

With these results we can conclude that, in the daughters of mothers treated with EV, the
characteristics that define PCOS did not develop, but that there is a condition that advances
the period of subfertility when the daughters come from mothers with PCOS and the
bilateral section of the SON.

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Marco Teorico

El ovario

El ovario realiza varias funciones, su papel primordial es el de liberar un ovocito en cada
ciclo menstrual para ser fertilizado y llevar a cabo el desarrollo embrionario, asi como
preparar los drganos reproductivos para la gestacion y el parto mediante la produccién de

hormonas esteroideas y proteicas (Gougeon, 2004).

En la rata los ovarios tienen un peso aproximado de 30 mg con dimensiones de 4.35 x 5.5
x 1.6 mm aproximadamente (Navarrete, 2014), mientras que, en la mujer, después de la
pubertad tienen una medida de 4 x 3 x 1 cm, con un peso de siete gramos (Tresguerres,
2022). En la mujer se encuentran en la cavidad pélvica, fijados a la superficie posterior por
el ligamento ancho a través de un pliegue del peritoneo llamado mesovario por el cual

recibe aporte nervioso, vascular y linfatico (Tresguerres y Castillo, 2005).

La superficie ovérica tiene capacidad auto regenerativa después de cada ovulacién y de

transportar sustancias dentro y fuera de la cavidad peritoneal (Strauss y Williams, 2014).

El ovario, aunque presenta modificaciones dependiendo de la especie de mamiferos,

conserva una estructura muy similar y en él se distinguen tres zonas (Figura 1):

Corteza: Esta constituida por mesotelio llamado epitelio superficial, el cual contiene tejido
conectivo, la tlnica albuginea y una zona més profunda la cual contiene a todos los tipos
de foliculos. La tunica albuginea es una capa no vascularizada de la corteza, mientras que
foliculos y cuerpos lateos se pueden localizar en el borde medular, la cual es una zona

altamente vascularizada e inervada (Gougeon, 2004).

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Médula: Se encuentra en la mitad del ovario pudiéndose encontrar a los foliculos atrésicos
de los cuales se formara la glandula intersticial, asi como los cuerpos lateos. Esta
conformada por fibroblastos laxos embebidos en una matriz rica en colagena, fibras
elasticas, vasos sanguineos, linfaticos, y fibras nerviosas (Gougeon, 2004; Tresguerres y

Castillo, 2005).

Hilio: Constituido por células epiteloides provenientes de la médula, con una conformacién
similar a organelos que tienen en su citoplasma lipidos y reticulo endoplasmico liso, por
esta zona ingresan los vasos sanguineos y nervios que surgen a partir del mesovario

(Gougeon, 2004).
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Figura 1. Imdgen que muestra las partes que constituyen el ovario. (Tomado de Netter., 2003).
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Foliculogeénesis

El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario (Yen, 2001) y su funcionamiento
es mediado por gonadotropinas, factores de crecimiento, neurotransmisores y diversas

relaciones intrafoliculares (Hafez y Hafez, 2002).

En la rata la foliculogénesis comienza 24 horas post-nacimiento, y pasa por un proceso
de diferenciacidn que resultara en la formacién masiva de foliculos en un periodo de menos
de 36 horas (Mayerhofer y col., 1997), después de esta fase organizacional (fase
independiente de gonadotropinas), comienza la formacién de los foliculos primordiales,
seguidos por un proceso de crecimiento y diferenciacién dentro del cual adquieren
receptores (aproximadamente en el séptimo dia de vida postnatal) para gonadotropinas y
son capaces de responder a ellas (fase dependiente de gonadotropinas)(Malamed y col.,
1992, Mayerhofer y col., 1997).

En la mujer este proceso inicia desde la gestacidn, en la cuarta semana de vida embrionaria
con la migracion de las células germinales primordiales hacia las crestas gonadales, las cuales
proliferan en el ovario embrionario hasta convertirse en ovogonias, entre la sexta semana
de vida intrauterina su poblacién se extiende por mitosis hasta alcanzar las diez mil células,
al cumplir las 8 semanas ya se pueden encontrar aproximadamente seiscientas mil células,
todo este proceso es regulado por tres eventos, mitosis, meiosis y atresia de las ovogonias,
resultando en un nimero de células germinales de siete millones entre las 20 y 21 semanas
de gestacion (Strauss y Williams, 2014), mientras que al nacimiento se contarédn con dos
millones los cuales constituyen la reserva ovérica (figura 2) de la mujer (Vantman y Vega.,

2010).

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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En su calidad de célula germinal, las ovogonias experimentan meiosis, entre la semana 8 y
13 de gestacidn entran en la primera profase meidtica y se transforman en ovocitos |, esta
primera meiosis se detiene en el estado de dictioteno hacia finales de la profase I, no
progresando a la metafase, entonces el nicleo es denominado vesicula germinativa por sus

caracteristicas morfoldgicas.

Este primer reposo meidtico en el humano depende de las concentraciones elevadas de
adenosina-monofosfato ciclico (AMPc por sus siglas en inglés), la cual interactda con las
proteinas quinasas (PKA por sus siglas en inglés) regulando las purinas e inhibiendo la
meiosis, sin embargo, también se han planteado otro tipo de factores como el inhibidor de
la maduracién de ovocito (OMI, por sus siglas en inglés) permitiendo que el arresto

meidtico se extienda hasta 45 afos (Abrir y col., 2004).

El crecimiento folicular inicia cuando los foliculos primordiales emergen de la quiescencia y
ocurre continuamente desde el sexto mes de vida intrauterina hasta la menopausia. La
iniciacion del crecimiento folicular involucra cambios en la morfologia, incluyendo cambios
en la forma de las células de la granulosa, el alargamiento del ovocito y la formacién de la

zona pellcida (Gougeon, 1986).
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Figura 2. Esquema representativo de la cantidad de células germinales a la concepcién y durante el desarrollo fetal. También

muestra el namero final de células que constituirdn la reserva ovérica, asi como la disminucién del nimero de foliculos a la

menopausia (Tomado y modificado de Strauss y Williams, 2014).
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Para su estudio la foliculogénesis se ha divido en dos fases

Fase Folicular: En la rata, la etapa del proestro y el estro corresponden al periodo folicular,
mientras que en la mujer inicia con el primer dia de la menstruacién comenzando con la

fase de reclutamiento de los foliculos hasta la aparicién del foliculo dominante (Hall, 2014).

Tanto en la mujer, como en la rata la concentracién de FSH se encuentra alta al inicio de

esta fase estimulando a varios foliculos primordiales

Del dia 9 al 14 los pulsos de GnRH (Hormona liberadora de las gonadotropinas por sus
siglas en inglés) se dan cada 90 a 100 minutos, pero a mitad del ciclo la frecuencia se acorta
hasta llegar a los 60 minutos, lo cual se relaciona con el feed-back negativo ejercido por el
estradiol secretado por los foliculos en crecimiento (Hall, 2014). Todo este circuito ayuda
a que los foliculos primordiales pasen a foliculos primarios, antrales y preovulatorios (Yen,

2001).

En la rata, en el dia del proestro, se alcanza la concentracién mas elevada de estradiol, para
después descender y con ello dar paso a liberacién de las gonadotropinas, la cual se produce
en la noche del proestro (Freeman, 1994), las concentraciones de LH y de FSH se
encuentran incrementadas, lo que ocasiona que las células de la granulosa entren en
proliferacién, mientras que las tecales inician la sintesis de androstenediona y testosterona

con lo cual se regula la maduracién folicular (Levine, 2015).

En el estro la progesterona, estradiol y LH se encuentran basales, mientras que en las
primeras horas del estro se observa un segundo pico de FSH, el cual se encuentra
involucrado en la seleccién de los foliculos que serdn ovulados en el siguiente ciclo

(Freeman, 1994)

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Foliculos Primordiales: Localizados en la superficie de la corteza del ovario (Yen, 2001;
Flores y col., 2005). Con un didmetro aproximado de 0.05 mm (Erickson vy
Shimasaki,2001). Contienen un ovocito primario, con un nulcleo excéntrico rodeado de
células planas llamadas pregranulosas (figura 3), las cuales se delimitan por una membrana
basal. En la rata se encuentra un foliculo a las doce horas del nacimiento, al llegar a las 24
horas podemos encontrar 500 por ovario y a las 36 horas aproximadamente 1300
(Malamed y col., 1992)

Figura 3. Microfotografia que muestra un foliculo primordial rodeado de células pregranulosas y del estroma
ovérico. Tomado de www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/atlas2013Agenitalfem1/images/image069.jpg

Foliculos Primarios: Las células planas que rodean al ovocito se transforman en células
cubicas (figura 4) llamadas células de la granulosa (Levin, 2015; Flores-Pérez y col., 2005).
Se forma la zona pelucida, la cual es una capa de células con caracteristicas retractiles y
aciddfilas, compuesta por glucoproteinas y glucosaminoglucanos, la cual nutre al ovocito.
Estos foliculos poseen un didmetro aproximado de 0.06 a 0.12 mm (Erickson y Shimasaki,
2001) y contienen de una a ocho células de la granulosa, las cuales secretan estrégenos e

inhibina (Hirrshfield, 1991).

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Figura 4. Microfotografia que muestra un foliculo primario, donde se muestra el cambio conformacional que
muestran las células de la granulosa pasando de un epitelio plano a uno cubico. Tomado de
http://www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/atlas2013A/genitalfem1/images/image055.jpg

Foliculos Secundarios: El crecimiento del foliculo pasa de un didmetro de 0.03 mm a 0.12
mm con un aumento del nimero de capas de células de la granulosa que rodean al ovocito
consistentes entre ocho y 10 capas de células de la granulosa (figura 5) (Erickson y Shimasaki,
2001; Vantman y Vega, 2010). En la rata, Los foliculos secundarios aparecen desde el

séptimo dia de vida (lrusta, 2008).

El crecimiento de los foliculos secundarios es inicialmente independiente de las
gonadotropinas, ya que no expresan receptores a éstas, por lo que su desarrollo estd bajo
el control de los factores de crecimiento como son la proteina morfogenética del hueso 4
(BMP4), el factor de crecimiento y diferenciacién 9 (GDF9), el factor de crecimiento de
fibroblastos bésicos (F), el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y de Kit ligando

(KL), esto antes de alcanzar el estadio antral (Noriko y col, 2015).

Xochitl Nallely Acuria Escalona
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Se da una migracién de las células que formaran la teca, esta migracion es medida por
sefales provenientes de las células de la granulosa entre las cuales se incluyen KL y el factor
de crecimiento semejante a la insulina 1 (IGF1). También depende de sefales originadas en
el ovocito, el cual expresa Factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDFG), GDF9 y BMP15. Tanto las sefales originadas
en las células de la granulosa como en el ovocito promueven la migracién y la proliferacién

de las células tecales (Strauss y Williams, 2014).

Las células de la granulosa de un foliculo secundario preantral, desarrollan receptores a FSH
(alrededor de 1500 por célula de la granulosa), asi como las uniones acopladas o uniones
GAP (Vantman y Vega, 2010; Strauss y Williams, 2014). Junto con el desarrollo de las
células de la teca se comienza a formar una red de vasos sanguineos que daran origen a las
arteriolas, estas transportardn a las gonadotropinas. Simultdneo a este proceso, los
receptores de LH se comienzan a expresar en las células de la teca y con ello se adquiere la
capacidad de sintetizar hormonas esteroideas (Strauss y Williams, 2014). Los foliculos

preantrales constituyen el pool del cual se iniciaré el reclutamiento dependiente de FSH.

Figura 5. Microfotografia que muestra un foliculo secundario, donde se muestra el aumento de las capas de
células de la granulosa y las capas de las tecas tanto interna como externa. Se pueden observar también los
cuerpos de Call-Exner, lo que constituird al incrementar su tamafo el antro folicular. Tomado de
http://www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/atlas2013A/genitalfem1/images
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Foliculo Terciario o Foliculo de De Graff: Se comienza la formacién del antro folicular y
el desarrollo de las uniones comunicantes o GAP en las células tecales, en las células de la
granulosa y en las granulosas de la corona radiada, lo cual implica que el ovocito y las
granulosas se encuentran eléctrica y metabdlicamente acopladas, permitiendo una

sincronizacién en respuesta a estimulos de diversos factores (Vantman y Vega., 2010).

Bajo el estimulo de la LH, la teca interna adquiere la capacidad de sintetizar andrégenos,
el aumento de AMPc induce la expresién y la actividad de las diversas enzimas de la via

esteroidogénica (Vantman y Vega., 2010).

Las células de la granulosa se multiplican en unas 600 veces acompafiado por un
incremento simultdneo en el didmetro folicular total de méas de 15 veces, esto debido en
parte al crecimiento del antro folicular (Yen, 2001) por lo que el foliculo alcanza un tamafio
aproximado de 2.5 cm en la mujer, mientras que en la rata alcanza un tamafio de

aproximadamente unas 500 um (Peluso,1976) (figura 6).

El aumento de tamafo es debido a la gran concentracién de liquido folicular, el cual
contiene entre otras sustancias progesterona, necesaria para la ovulacién, las células de la
granulosa se disponen de manera uniforme a excepcién de una zona en la cual se forma el

cumulus oophorus, este lugar es donde se encuentra el ovocito (Hafez y Hafez, 2002).

La acumulacién del liquido folicular es el responsable de que tanto el cumulus oophorus
como la corona radiada se desprendan de la base, pendiendo de una unién muy fragil
llamada peduinculo de fijacidn, todo esto hace que la posicidn del ovocito sea excéntrica

(Yen, 2001; Tresguerres y Castillo, 2005; Levine, 2015).
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Figura 6. Microfotografia que muestra un foliculo terciario o de De Graff donde se muestra el antro folicular
completamente formado, asi como la teca interna y externa, se aprecia también el cumulus oophorus.
Tomado de http://www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/atlas2013A/genitalfem1/images

Fase Ldtea: Inmediatamente después de la ovulacién las células que formaron el foliculo
deben reorganizarse tanto estructural como funcionalmente para dar lugar a la formacién
de la glandula luteal, la cual estd compuesta por una nueva red de vasos sanguineos, células

de la granulosa y de la teca (Pierson,2019).

El cuerpo liteo comenzara a producir la progesterona necesaria para mantener el proceso

de gestacién en caso de que el ovocito hubiese sido fertilizado (Pierson, 2019).

Este proceso se lleva a cabo en la mujer en el dia 14 del ciclo menstrual y prevalece hasta
el dia 28, al acercarse el final de la fase lutea, la progesterona generada proporciona el
feedback negativo para que el hipotdlamo ya no produzca méas FSH y LH, y con ello las
concentraciones de 17-f estradiol y de progesterona son més altas, sin embargo, si no existe
el embarazo, las concentraciones de estradiol y progesterona decaen y este evento hace

que el cuerpo lateo involucione.
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En la rata la fase lGtea es muy corta con una duracién de aproximadamente de 2 dias, con
una escasa produccién de progesterona, lo que ocasiona que el cuerpo lateo involucione

(Berne y Levy, 2001; Cora, 2015; Levin 2015).

En la rata el diestro corresponde a la fase litea en donde se da un incremento en la
concentracién de progesterona, mientras que el estradiol y LH se encuentran basales
(Levine,2015), puesto que el diestro es la etapa mas larga, en el segundo dia del diestro la
concentracion de estradiol comienza a aumentar de manera progresiva mientras avanza el

ciclo estral (Levine,2015).

Ovulacion

Una vez que el foliculo alcanza el tamafio y la maduracién adecuada, el pico de LH y de
FSH reactivan algunos mecanismos que harédn que el foliculo se rompa y pueda liberar el
ovocito secundario hacia el oviducto, este proceso puede tomar entre 10 y 36 horas

dependiendo de la especie (Dominguez y col. 1991; Espey y Richards, 2005).

El pico preovulatorio de LH estimula y culmina la meiosis | del ovocito, dando lugar a un
ovocito secundario el cual inicia su segunda divisién meidtica detenido en metafase. Este
ovocito sera el que se expulsard al momento de la ovulacién y solo continuard su divisién
si es que este llegase a ser fecundado. Las reacciones inflamatorias en el interior del foliculo
son provocadas por la lisis de los desmosomas ubicados en las células de la teca y de la
granulosa, asi como de las fibras de coldgena que se encuentran en el foliculo (Dominguez

y col.1991; Sanchez-Criado, 1999).

Estos procesos inflamatorios causan la contraccién de las fibras musculares presentes, lo cual

culmina con la rotura de la pared del foliculo (figura 7) (Dominguez y col, 1991).
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A la par que se dan las reacciones inflamatorias también aumenta la concentracién de las
prostaglandinas las cuales ayudaran a la disgregaciéon del cumulus oophorus, estas
prostaglandinas ayudan a la formacién del estigma en las células de la teca externa, por

medio de la contraccién de las células musculares lisas (Dominguez y col., 1991).

Una vez completado este proceso inflamatorio, la pared del foliculo se colapsa y las células
tecales migran hacia el antro folicular, que en conjunto con las células de la granulosa
comenzaran a llenar la cavidad, inicidndose asi la formacién del cuerpo lateo, el cual

sintetizara progesterona (Dominguez y col., 1991; Moore y col., 2013).

Figura 7. Imagen que muestra el estigma vy la liberacion del ovocito. Tomada de

(https://www.babysitio.com/preconcepcion/la-ovulacién).
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Atresia Folicular

La atresia es un proceso que se da de manera normal en el ovario, por medio del cual se
eliminaran todos los foliculos que no hayan sido ovulados, este proceso se puede presentar

en cualquier estadio del desarrollo folicular (Greenwald y col., 1994).

En la mujer existe una reduccién en el nimero de ovocitos por medio de apoptosis, ya que
el proceso de ovogénesis se inicia en la etapa fetal contando con seis millones de ovocitos,
mientras que al momento del nacimiento contarad con dos millones, de los cuales solo 400
serdn ovulados en la etapa fértil a razén de uno por mes (Botella, 2005; Berne y Levy,

2006).

La atresia de los foliculos puede ser dividida en dos tipos 7Tipo A: Involucra procesos de
necrosis, con cambios en el ovocito. Tipo B: Existe degeneracién de las células de la

granulosa, sin afectar al ovocito y la zona pelicida (figura 8) (Greenwald y col., 1994).

En el ovario existen diversos factores que se encargan de dirigir el proceso de atresia, como
los andrégenos, el factor de necrosis tumoral a (TNF- a) y la interleucina 6 (IL-6), que se
activaran dependiendo del estado de los foliculos (Flores- Pérez y col., 2005; Kapia y

Hsueh, 1997).

Existen factores que rescatan a los foliculos de la atresia, dependiendo del grado de dafo
que presenten, las gonadotropinas, los estrégenos, el factor de crecimiento epidermal
(EGF), factor de crecimiento neural (NGF), el factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGF-1), asi como el factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF)( Braw y Tsafiri, 1980,
Gougeon, 2004).

La muerte del ovocito y su comunicaciéon con las células de la granulosa, permiten la
expresion de factores como el GDF-9, el cual permite a los foliculos continuar con su

crecimiento, pero no su desarrollo (Ojeda y Skinner, 2006).
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La pérdida de los receptores de FSH, en las células de la granulosa no permite la correcta
aromatizacion de los andrégenos, sin embargo, las células tecales ain mantienen la sintesis

de progesterona y de AMPc (Erickson, 1982 en Dominguez y col,1991).

Para poder establecer el grado de atresia que mantiene los foliculos, se han determinado

diversos criterios (Hsueh y col. 1994).

% Atresia I Los nlcleos se encuentran picndticos en las células de la granulosa.
% Atresia Il Se encuentran células de la granulosa dentro del antro folicular.
% Atresia IIl Existe una fragmentacién del ovocito, las células de la teca interna se

encuentran hipertrofiadas y se observan pocas células de la granulosa.

Xochitl Nallely Acuria Escalona
19



O o
il o Posgrado en Clencias Bioldgicas

= —_—

Figura 8. Microfotografias de cortes histolégicos de rata que muestran los diferentes grados de atresia folicular.
1.-muestra un foliculo ovaérico sano. 2.- Foliculo en atresia grado | donde las células de la granulosa presentan
nucleos picnéticos, la flecha sefiala indicios de descamacién . 3.- foliculo en atresia grado Il las flechas sefialan
restos celulares en el antro folicular .4.- se muestra un foliculo con atresia grado Ill, donde el asterisco indica
la fragmentacién del ovocito, los tridngulos rojos indican la hipertrofia de las celulas tecales, las células de la
granulosa son poco visibles y el foliculo se encuentra colapsado. Las barras inferiores indican una escala de
50 um (Tomado de lrusta, 2008).
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20 /‘ ""x\\/ //‘\"\




Posgrado en Ciencias Biologicas

Esteroidogénesis Ovarica

El ovario produce estradiol y progesterona, asi como cantidades pequefas de estrona,
androstenediona, testosterona y 17-ahidroxiprogesterona, también hormonas proteicas
como la inhibina y la relaxina, todas estas hormonas producidas por las diferentes

estructuras ovdricas y el cuerpo lateo (Tresguerres y Castillo, 2005).

Todas las hormonas esteroideas ovéricas dependen del colesterol que puede ser obtenido

a partir de diferentes fuentes (Hu y col., 2010):

%< El colesterol que circula en la sangre en forma de lipoproteinas de alta (HDL) o baja
densidad (LDL), el cual dependera de la especie en estudio, en la rata la fuente mas
utilizada es a partir del HDL y en la mujer la principal fuente es LDL.

% El colesterol que es sintetizado de novo dentro del ovario a partir de acetil coenzima
A.

% O bien, del colesterol que se libera de los esteres de colesterol almacenados en gotas

lipidicas.

En las gbénadas la internalizacién del colesterol requiere de una respuesta aguda para su
conversién en pregnenolona, por lo que este proceso se lleva a cabo en minutos, inicia con
el estimulo de los mensajeros primarios de naturaleza hormonal como lo son la LH y la
FSH los cuales tienen receptores en la membrana de las células de la teca y de la granulosa

respectivamente (Gémez-Chang y col., 2012; Strauss y Williams, 2014).

La unién de FSH y LH con su receptor activan una cascada de sefializacién (figura 9) por
medio de la activacién de adenilato ciclasa y catalizando la formacién de AMPc intracelular

mediado por Adenosin trifosfato (ATP).
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El AMPc actiia entonces como un segundo mensajero estimulando a las PKA, las cuales
ayudan a que la proteina de regulacion esteroidogénica aguda (StAR) transporte el
colesterol hacia la mitocondria y promueva asi la esteroidogénesis en el ovario (Gémez-

Chang y col., 2012).

Una vez que el colesterol se encuentra dentro de la mitocondria, el complejo P450 scc
inicia su conversién a pregnenolona, la cual es limitante en el proceso de produccién de
hormonas esteroideas, por medio de tres reacciones, una 20 a-hidroxilacion, 22

hidroxilacién y un corte en la unién carbono-carbono 20,22 (Hu y col., 2010).

Miocondrio N

Figura 9. Muestra la regulacién de la esteroidogénesis. La activacion de receptores acoplados a proteinas G
y de la via mediada por AMPc-PKA produce la fosforilacion de la proteina StAR o de factores de la
transcripcion, donde C: colesterol, R: receptor, P: fésforo (Tomado de Gémez-Chang y col., 2012).
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La pregnenolona seré liberada al reticulo endoplasmico en donde podré seguir dos vias:

" Via A4: llevada a cabo por el cuerpo lateo, donde por accién de la enzima 38
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 -HSD) la pregnenolona es convertida a
progesterona.

Posteriormente esta progesterona puede ser convertida a 17 a hidroxiprogesterona por
medio de la 17 a-hidroxilasa, y al actuar la 17, 20 liasa en androstenediona, siendo este

altimo el precursor de los andrégenos (Hu y col.,2010).

" Via A5: es llevaba a cabo por los foliculos ovéricos. En las células tecales, la
pregnenolona es transformada en 17 a-hidroxipregnenolona por accién de la
enzima 17 o-hidroxilasa. La 17 a-hidroxipregnenolona es convertida en
progesterona por medio de la 3B-HSD y por accién de la 17, 20 liasa puede ser
convertida en dehidroepiandrosterona (DHEA) pudiéndose biotransformar por la

3B-HSD en androstenediona (figura 10) y testosterona (Yen, 2001).

Las células de la granulosa llevan a cabo la aromatizacién de los andrégenos a estradiol
mediante la enzima CYP19 aromatasa, la cual es encontrada en grandes cantidades en

la granulosa (Tresguerres y Castillo,2005).
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Colesterol Céelula Tecal

¢ P4505CC

Pregnenclona _i Progesterona

I 17 Hidroxilasa I 17 Hidroxilasa

17 a OH Pregnenoclona _b 17 a OH Progesterona

¢1?__2-:Iliasa ¢1?__2-:Iliasa

Dehidroespiandrostenediona Arndrostenediona

¢1?BH5D ¢1?BH5D
—i

Androstenediol Testosterona

Androstenediona - Testosterona

Aromatasa
Aromatasa

Estrona 178 HSD o Estradiol

Célula Granulosa

Figura 10. Esquema que muestra la sintesis de hormonas esteroides llevada a cabo por la interaccién de las

células de la granulosa y de la teca (Tomado de Tres Guerres y Castillo, 2005)
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Regulacion neuroendocrina del eje hipotdalamo hipofisis ovario

El ovario posee 2 mecanismos de regulacién estrechamente relacionados, un componente
nervioso y un sistema endocrino orquestado por el eje Hipotédlamo-Hipd&fisis- Ovario (H-
H-O), donde en el hipotdlamo existen alrededor de 1000 neuronas capaces de secretar

GnRH, las cuales controlan la secrecién de las gonadotropinas (Trujillo y col., 2015).

La GnRH es producida por un grupo de neuronas hipotaldmicas originadas en la placa
olfatoria de donde migran hacia &reas rostrales del diencéfalo como el area predptica
hipotaldmica anterior (POA-AHA) y los nicleos arqueado y ventromedial del hipotdlamo

(Trujillo y col., 2015).

En la eminencia media, la GnRH es liberada por las terminales axénicas de las neuronas
GnRHérgicas, donde se unird a receptores especificos localizados en la membrana
plasmaética de los gonadotropos favoreciendo asi la secrecién de las hormonas FSH y LH,
cuya secrecién se encuentra regulada por mecanismos de feedback positivos y negativos

que se ejercen en el eje H-H-O (Tresguerres y Castillo, 2005; Trujillo y col., 2015).

En los foliculos, la FSH estimula a las células de la granulosa para que produzcan inhibina,
la cual alcanza su maximo pico junto con la LH en la fase folicular, lo cual frena la secrecién

de FSH.

Cuando la ovulacién se ha completado la concentracién de inhibina aumenta incluso a
valores més altos que en la fase folicular, con lo cual el ovario deja de producir andrégenos
dependientes de las gonadotropinas, la activina por su parte actia como un antagonista de
la inhibina, y esto hace que en los foliculos se incremente la unién de la FSH a las células
de la granulosa y se dé el estimulo para la aromatizacién y secrecién de inhibina (Trujillo y

col., 2015)
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Mientras todo esto se lleva a cabo en las células de la granulosa, al mismo tiempo en las
células tecales, tanto inhibina como activina se encuentran regulando la sintesis de
andrégenos, mientras que inhibina incrementa el estimulo de LH activina lo suprime.
Activina también actia en las células de la granulosa suprimiendo la produccién de
progesterona con lo cual se inhibe su luteinizacién, incrementa la accién de FSH al inducir
la formacién de maés receptores a LH en las células de la granulosa y frena la liberacién de

FSH hipofisiaria (Trujillo y col., 2015).

Inervacion ovarica

La inervacién ovérica consta de un componente simpéatico, uno sensorial y escasas fibras
parasimpéticas. El soma de las neuronas simpaticas esta localizado en los nicleos espinales
de los ganglios periféricos y tiene dos vias por las cuales pueden ingresar (Dissen y Ojeda,

1999), las cuales son:

Nervio Ovérico Superior (NOS): Asociado al ligamento suspensorio del ovario, por el
transcurren neurotransmisores como la noradrenalina (NA), el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) y el neuropéptido Y (NPY) (Greiner y col., 2005). Esta inervacién llega a vasos
sanguineos, las células tecales y las células que componen la gldndula intersticial (Gerendai

y col., 2000).

Nervio del Plexo Ovérico: Son fibras sensoriales que viajan junto con la arteria y la vena
ovdérica, por donde transcurren la sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP), también se incluyen fibras que transportan NA y NPY e inervan la
region de la corteza ovérica y las paredes de los foliculos (Diessen y Ojeda, 1999;

Fernandois y col., 2014).
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Inervacién Parasimpaética: Las fibras que inervan los ovarios, provienen del X par craneal,
el cual es conocido como nervio vago y estd constituido por fibras de naturaleza
parasimpética (Burden y Lawrence, 1977), por las cuales transcurren neurotransmisores

como SP, CGRP, VIP, gastrina, somatostatina y acetilcolina (ACh)(Klein y Burden, 1988).

Inervacion Simpadtica del ovario

De acuerdo con Lawrence y Burden (1980) el nervio ovérico superior es la principal via de
entrada de la inervacién noradrenérgica del ovario, sin embargo, la descripcion y analisis
completo de las vias de comunicacién del ovario con el sistema nervioso central ain se
encuentran en estudio, hablandose asi de una posible comunicacién asimétrica entre ambos

ovarios (Pastelin y col., 2017).

En la rata, las fibras simpéticas se encuentran en los segmentos toracico inferior (T9) y los
lumbares superiores (L4) (Burden, 1978; Uchida y col., 2015) (figura 11), algunas de estas
fibras nerviosas realizan relevos en ganglios paravertebrales o bien prevertebrales como lo

es el Ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) (Klein y Burden, 1988).

Las fibras nerviosas del NOS carecen de mielina (Strauss y Williams.,2014) y desde el GCMS
acompanfan al ligamento suspensorio y dan inervacién a las estructuras secretoras del ovario

como son los foliculos Gnicamente a nivel de la teca y las células intersticiales (Burden y

Lawrence, 1980).

Las fibras simpéticas se encuentran activas desde antes de que exista un establecimiento del
eje H-H-O y de que se inicie la foliculogénesis (Mayerhoffer y col., 1997), de esta manera
participan en varios procesos importantes como son el desarrollo folicular, la ovulacién y
la esteroidogénesis por medio de los neurotransmisores que transcurren por ellas, via la

unién a su receptor (Morales Ledesma y col., 2015).
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Nervios
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Figura 11. Esquema que muestra la representacion de la ubicacién del nervio ovarico superior (NOS), el
nervio del plexo ovérico (NPO) y el nervio vago en la anatomia de la rata. El NOS es el aporte de las fibras

simpaticas que inervan el ovario (Tomado y modificado de Uchida y col., 2015).

La distribucién de las fibras simpaticas en los mamiferos es muy similar y difieren solo en la
densidad de la red que la conforma, la cual si es significativa entre especies (Burden, 1985).
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Inervacion Simpatica del Ovario en el Sindrome de Ovario

Poliquistico

El NOS tiene un papel importante en la regulacién de las funciones ovéricas y se piensa que
también pueden ser parte fundamental en el desarrollo de diversas patologias ovaricas

como lo es el Sindrome de Ovario Poliquistico (SOPQ) (Lara y col., 1993).

El grupo de Semenova Il en 1969 demostré por inmunihistoquimica que existe un
incremento en la densidad de las fibras catecolaminérgicas en mujeres que padecian SOPQ.
El grupo de Lara en 1993 demostrd en un modelo animal tratado con un estrégeno de
larga actividad que reproduce las caracteristicas del sindrome, que existe una hiperactividad

de las neuronas periféricas simpaticas que inervan el ovario.

Para que los ovarios mantengan su funcién y desarrollo es necesario que estos produzcan
NGF el cual es sintetizado en las paredes foliculares y que es activado mediante la unién a
su receptor de baja afinidad p75, esta unién provoca una cascada de sefializacién, donde
al llegar al ganglio GCMS provoca un aumento en la tirosina hidroxilasa (TH), enzima
limitante en la sintesis de las catecolaminas, lo que incrementa la concentracién de NA vy
esto se ha observado antes de la produccién de los quistes foliculares, manteniendo asi la

persistencia del sindrome (Lara y col., 2000).

Estudios realizados por el grupo de Shoupe y Lobo en 1984, mostraron que en mujeres que
presentan el sindrome, existe una reduccién del &cido homovanilico (HVA por sus siglas en
inglés), el cual es el metabolito terminal de la dopamina y un aumento en la concentracién

de 3 metoxi-4 hidroxifenilglicol (MHPG por sus siglas en inglés) en la orina de las mujeres.

Puesto que la medicién en orina de HVA es altamente confiable, los autores, proponen que
existe una disminucién central de la dopamina y un exceso de la noradrenalina debido a

que la excresion del MHPG es un reflejo de una mayor actividad noradrenérgica.
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Garcia-Rudaz y colaboradores (1998), encuentran que en pacientes con sindrome existe
una cantidad elevada de normetanefrina, metabolito de la NA y bajos niveles de
hidroxifenilglicol (DHPG por sus siglas en inglés), el cual es el principal metabolito
presindptico de la NA, con lo cual los autores sugieren que existe una disrupcién en la

recaptura de la NA o bien una desaminacién de DHPG.

Luna y colaboradores en 2012 demostraron que la NA y los receptores 3, adrenérgicos, se
encuentran involucrados en la persistencia del sindrome. La inyeccién subcutdnea por 10
dias con isoproterenol, un agonista de los receptores [, adrenérgicos, resulta en la
disminucién del nimero de foliculos preantrales sanos y en el incremento de la formacién
de quistes foliculares. Cuando se administra de manera simulténea el isoproterenol con un
antagonista adrenérgico, como el propranolol, el nimero de quistes es similar a los

observados en el grupo control.

La rata infantil tratada con VE, no ovula cuando alcanza la etapa adulta. Cuando se realiza
la seccion unilateral del NOS, el 80% de los animales ovula por el ovario inervado,
mientras, que solo el 20% lo hace por el ovario denervado. Resultados que permitieron
sugerir que la informacién neural que transporta el NOS participa en el mantenimiento del

SOPQ (Morales y col., 2010).

Es posible que la respuesta del ovario denervado esté dada por el incremento en la
concentracién de NGF. El grupo de Lara (1990), mostrd que en ratas de 23 dias de edad la
seccion del NOS incrementa la concentracién de NGF en el ovario denervado, seis dias

post denervacién.
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Sindrome de Ovario Poliquistico

Se tiene registro desde la antigliedad, que mujeres en edad reproductiva presentaban signos
de masculinidad y robustez y no presentaban ciclos menstruales y no podian quedar
gestantes (Ciotta y Stracquadario, 2015). Fue hasta el afo 1935 que Stein-Leventhal
describen en 7 mujeres la presencia de amenorrea, hirsutismo y obesidad, aunado a esto

presentaban quistes ovéricos. Actualmente esta patologia es conocida como SOPQ.

Debido a lo complejo de su etiologia diversos institutos han establecido patrones de
diagnostico (Gasol,2005). En 1990 el Instituto de Salud Infantil y Desarrollo Humano
(NICHD por sus siglas en inglés) lo define como la presencia de un exceso de andrégenos
con oligo-anovulacién maés la presencia de quistes ovaricos, en ausencia de alguna otra
patologia que ocasionara que los andrégenos estuviesen elevados (Sindrome de Cushing,
hiperplasia adrenal) (Lujan y col., 2006). Por lo que los criterios a considerar para este

instituto son los siguientes:

M Hiperandrogenismo clinico o bioquimico
¥ Oligomenorrea (menos de 6 menstruaciones por afno) u oligo- ovulacién
M Ovarios poliquisticos detectados por ultrasonido (mas de 12 foliculos antrales en un

ovario con un volumen mayor a los 10 cm3).

En el 2003 el Consenso de Rotterdam concuerda que, de los criterios que el NICHD habia
previamente establecido, seria necesaria contar con la presencia de 2 de ellos, generandose
una controversia ya que permitia el diagnéstico del sindrome adn sin la presencia de

hiperandrogenismo (Merino y col., 2009).
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Se dictamina en el 2009 un nuevo esquema de diagndstico cuando la Sociedad del Exceso
de Andrégenos y Sindrome de Ovario Poliquistico (AES-PCOS por sus siglas en inglés) y
proponen como principal caracteristica de diagndstico al hiperandrogenismo ya fuese
clinico o bioquimico, el cual puede estar acompafnado ya sea de oligomenorreas u ovarios

poliquisticos (Azziz y col., 2009; Lujan y col., 2006).

Resulta muy dificil establecer la prevalencia del sindrome, debido a que depende de los
criterios utilizados, asi como de la zona geogréfica en la que se esté diagnosticando, sin
embargo, muchas mujeres siguen siendo esquematizadas bajo los criterios de Rotterdam,
con lo cual aumenta la incidencia de los casos en aproximadamente un 50 % (al menos en

mujeres del sur de Asia vs las caucésicas) (Gasol,2005; Khan y col., 2019).
Hoy en dia el sindrome se ha reclasificado en cuatro fenotipos:

A: el cual incluye al hiperandrogenismo ya sea clinico o bioquimico, la disfuncién

ovulatoria, y la morfologia ovérica caracteristica (més de 12 quistes ovaricos)
B: hiperandrogenismo vy la disfuncién ovulatoria

C: hiperandrogenismo y la morfologia ovérica caracteristica

D: incluye la disfuncién ovulatoria y la morfologia ovérica caracteristica.

De las mujeres que presentan el SOPQ, la proporcion de los fenotipos Ay B se estima en
un 45%, el Cen un 35% y el D en aproximadamente el 20 %, siendo los fenotipos Ay C
considerados los més severos ya que en ellos se hace presente el hiperandrogenismo (Stener-

Victorin y col., 2021).
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El criterio utilizado hoy en dia, es el dictaminado por la AES-PCOS, donde podemos
encontrar una incidencia del 3 al 7% de las mujeres en edad reproductiva, en donde entre

el 60 y 90 % de las mujeres tendré presente el hiperandrogenismo.

Las cifras a nivel mundial oscilan entre el 5 y el 15% de las mujeres en edad reproductiva
de los 18 a los 44 afios (Khan y col.,2019), mientras que para México esta tasa se encuentra

entre el 6 y 10 % (Moran, 1994; Azziz, 2004; Moran, 2010).

El sindrome, tiene una etiologia (Figura 12) multifactorial, poligénica, sistémica,
inflamatoria, con una disfuncién esteroidea y autoinmune (Patel, 2018) con una

heredabilidad cercana al 70 % (Stracquadanio y Ciotta, 2015).

Diversos estudios han demostrado que en familiares y hermanas se encuentra una herencia
de tipo autosémica dominante ya que su prevalencia en estos casos es muy cercana al 60

%, mientras que en gemelas se estima cercana al 72 % (Khan y col.,2019).

Las hijas de madres con SOPQ tiene 5 veces mas riesgo de presentar un diagndstico positivo,
sin embargo, aln no se tiene claro cudl es el proceso por el que se hereda la patologia,
aunque se han identificado algunos locis asociados al sindrome, estos solo presentan un 10
% de heredabilidad, cuando se estima que esta es de hasta un 70 % (Stener- Victorin y col.,

2021).

En los varones que proceden de madres con SOPQ, se ha demostrado que presentan
marcadores que aparecen en la patologia como lo es el de la resistencia a la insulina y
disfuncién en las células B, presentdndose las anormalidades por debajo de los 8 afos,
mientras que en varones nacidos de madres sin SOPQ estas condiciones se presentan tarde

en la vida (Stener- Victorin y col., 2021).
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Figura 12 Esquema que muestra el caracter multifactorial del SOPQ (Tomado de Gasol,2015).

Xochitl Nallely Acuria Escalona
34



Posgrado en Ciencias Biologicas

Hipotesis sobre el Origen del Sindrome de Ovario Poliquistico

Dada la heterogeneidad del sindrome, resulta dificil establecer su etiologia. Diversos autores
han planteado algunas hip&tesis para poder explicar su origen, dentro de las cuales las més

estudiadas son las siguientes:

Disfuncion Neuroenddcrina: En esta hipdtesis se plantea el aumento en los pulsos de
secrecion de GnRH, lo que favorece el incremento en la secrecién de LH, que resulta en la
estimulacién de la secreciéon de andrégenos por las células tecales del ovario, llevando a
una condicién de hiperandrogenismo. Por otro lado, la concentracién de FSH no se
modifica o tiende a disminuir (Yen y col., 1970; Morales y col., 1996; Gasol, 2005;
Matalliotakis y col., 2006).

Existen mecanismos de asa corta que controlan la secrecién de GnRH, como la presencia
de Kisspeptina y de GCRP 54, las cuales ayudan con la regulacién de las secreciones, donde
Kisspeptina es un potenciador del pulso y de la duracién de la GnRH y CGR 54 actia como

un inhibidor de esta (Ben-Shlomo y Shlomo M,2011).

El péptido parecido a la Galanina (GALP, por sus siglas en inglés) tiene un efecto de
estimulacién directa en la liberacién de GnRH, sin embargo, junto con la Kisspeptina
expresan receptores a leptina, los cuales estén ligados a la funcién de la neurona GnRH y

ambas estan ligadas a la funcién del sistema reproductivo (Ben-Shlomo y Shlomo M,2011).
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Insulinoresistencia: En las mujeres que presentan SOPQ, se da una resistencia a la insulina
en el tejido adiposo y miusculo esquelético en términos de captacién de glucosa, sin
embargo, el ovario sigue siendo sensible a la insulina en términos de respuesta hormonal,
se sabe que este mecanismo es Unico en el sindrome ya que es independiente de la
intolerancia a la glucosa, asi como de las concentraciones de insulina presentes en el
organismo y de la cantidad de la grasa corporal (pardmetros que si estan reportados en los

desérdenes metabdlicos) (Dunaif y col, 1995; Blasch, 1999).

El origen de esta insulinoresistencia no se encuentra en un defecto congénito del receptor
de la insulina, si no en un evento post-receptor, lo que conlleva a una fosforilacién de la
serina, que resulta en la disminucién en la actividad de la tirosina quinasa, por lo tanto, la
sefal de la insulina no es reconocida por los érganos diana y la glucosa no puede ser

internalizada (Dunaif y col, 1995).
En el ovario la insulina actia por diferentes vias:

M ActGa de manera sinérgica con la LH,
M Estimula a su receptor en las células tecales y del estroma ovérico,
M Incrementa la sintesis del IGF-1.

M Utilizan receptores hibridos IGF-1.

En el ovario, la insulina provoca un aumento de la sintesis de andrégenos, esto ocasionado
por el incremento de la enzima P450 17a, pero también este aumento se ve en las células
reticulares de la glandula  suprarrenal incrementando la  secrecién  de
dehidroepiandrosterona  (DHEAS), potenciando la accién de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), por lo que se sugiere que la insulina es un activador

fisioldgico de la esteroidogénesis adrenal (Tosi y col., 2011)

Xochitl Nallely Acuria Escalona
36



Posgrado en Ciencias Biologicas

Por otra parte, esta insulinoresistencia bloquea la sintesis hepatica de la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG por sus siglas en inglés) y ello incrementa la

concentracién de andrégenos libres (Caro y col, 2002).

Ouvidrica: Se postula que incrementan las concentraciones de andrégenos en respuesta a la
mayor actividad del complejo enziméatico P450scc asi como de la enzima 3B-HSD en las
células tecales, las cuales estdn hipertrofiadas. Aumenta el nimero de foliculos primarios
mientras que los primordiales se encuentran en poca cantidad y se observa incremento en
la tasa de atresia folicular (Salehi y col., 2004, Matalliotakis y col., 2006, Dumesic y col.,
2007; Bremer, 2010).

Inervacion: En roedores la induccién del SOPQ por la inyeccidon de VE, un estrégeno de
larga actividad, incrementa en el ovario la expresion del NGF y su receptor de baja afinidad
el p-75 (Sotomayor- Zérate y col., 2007), este receptor al unirse al NGF, produce una
casacada de sefializacién que al llegar al GCMS, provoca un aumento en la actividad de la
TH, enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, lo que resulta en el incremento en la

concentracién de NA, la cual viaja por el NOS hacia el ovario (Lara y col., 2000).

Las estructuras productoras de andrégenos en el ovario (las células de la teca y la glandula
intersticial) se encuentran inervadas por el NOS, por el cual transcurren altas

concentraciones de NA.

La NA tiene efecto mitogénico sobre las células tecales que culmina con una
sobreproduccién de andrégenos (Seya y col., 2006; Liu y col., 2007) y por ende con un
hiperandrogenismo. Por lo que el efecto de la hiperactividad simpética estaria manteniendo

la persistencia del SOPQ.
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Induccion del Sindrome de Ovario Poliquistico por medio de Valerato
de Estradiol

Con el fin de entender la fisiopatologia de SOPQ se han utilizado diversos modelos
animales, entre los que que se incluyen roedores, ovejas y primates. Sin embargo, los
roedores ofrecen una alternativa efectiva debido a su constante reproduccién y a su corto
ciclo de vida, ademas permiten la posibilidad de controlar los factores ambientales en los
que permanecen (Franks, 2009). La capacidad reproductiva de los roedores es similar a la
de la mujer, en cuanto a los procesos que involucran al eje H-H-O, asi mismo la regulacién
del desarrollo de los foliculos y la ovulacién presentan similitudes (Walters y col, 2012). La
exposicion natural o ambiental a componentes estrogénicos en etapas tempranas causan

una disrupcién en la funcién enddcrina y ovarica (Cruz y col., 2012).

En la rata, la inyeccion de VE en diferentes estadios de edad promueve una condicién
anovulatoria, la cual esta caracterizada por el dano folicular y la presencia de quistes en el
estadio adulto. Se ha sugerido que la exposicion en la etapa prenatal, afecta las crias por
medio de una reprogramacion epigenética, de manera que, al llegar a la etapa adulta

presentan el fenotipo del sindrome ( Cruz y col., 2012).

Tanto en las ratas neonatales, como infantiles y juveniles los efectos de la inyeccién del
estrégeno son permanentes, incrementando en el ovario la expresiéon del NGF y su
receptor de baja afinidad el P-75 (Sotomayor-Zarate y col., 2007; Lara y col., 2000),
ocasionando pérdida de la ciclicidad estral, cornificacién vaginal persistente, cambios en la
morfologia de los ovarios haciendolos més pequefos y sin presencia de cuerpos luteos
nuevos, ademds de encontrarse una poblacién reducida de foliculos secundarios, también
se encuentra la presencia de quistes foliculares, en los cuales se distingue un adelgazamiento
de las capas de células de la granulosa y un engrosamiento en las células de la teca (Brawer

y col., 1986).
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Infertilidad

Se define a la infertilidad como una disminucién en la capacidad de concebir y procrear y
es un estado reversible, clinicamente se dice que una mujer es infértil cuando existe una
incapacidad de concebir después de 12 meses de relaciones sexuales sin método

anticonceptivo (Barbieri, 2002).

Se estima que la tasa de infertilidad estd dada a razén de 1 de cada seis parejas que desean
concebir, es decir que afecta entre el 15-20 % de parejas en edad reproductiva y si bien no
es una condicién que amenace la vida, tiene repercusiones a nivel del desarrollo social y

psicolégico de los individuos que la padecen (Burgo-Olmedo y col., 2003).

Una de las primeras causas de infertilidad es el SOPQ, siendo la principal causa de
infertilidad anovulatoria en el 80% de los casos. La Organizacién Mundial de la Salud,
reporta como causas de la infertilidad al factor tubario, con inclusién de la endometriosis

en un 42 % de los casos y a los trastornos ovulatorios en un 33 %.

En México se reporta el factor endocrino- ovérico alterado en el 35% de los casos, siendo

el SOPQ la alteracién més frecuente con el 43% de los casos (Vargas y col., 2005).

La infertilidad anovulatoria es una condicién en la cual el desarrollo y la ruptura del foliculo
se encuentran alterados y por lo tanto el ovocito no puede ser liberado del foliculo (Franks,

1991), esta se encuentra correlacionada con la amenorrea u oligomenorrea severa.

La infertilidad anovulatoria esta relacionada con cualquiera alteracién que pueda interferir
con la secrecién de GnRH a nivel de hipotdlamo o bien con la liberacién de las

gonadotropinas a nivel de la hip&fisis (Magendzo, 2010), como ocurre en el SOPQ.
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Periodo Gestacional

Tanto en la mujer como en la rata el aparato reproductor esté integrado por los oviductos,
el dtero, el cérvix y la vagina. El Gtero de la rata a diferencia del de la mujer, posee dos
cuernos uterinos que se encuentran completamente separados, la pared uterina puede ser

dividida en tres capas funcionales

Endometrio: posee un epitelio cilindrico simple que reviste el lumen del utero, por debajo
de él y separado por una membrana basal encontramos tejido conectivo laxo muy
vascularizado, también se encuentran gldndulas uterinas que son invaginaciones del epitelio

luminal (Geneser, 2000).

Miometrio: Constituido por dos capas de musculo liso, una interna que se encuentra

orientada circularmente y la externa longitudinalmente (Geneser, 2000).

Perimetrio: Lo constituye tejido conectivo laxo, presenta mucha vasculatura, vasos

linfaticos y fibras nerviosas (Geneser, 2000).

El Cérvix es un anillo fibroso ubicado entre la vagina y el Gtero, en la rata se encuentra
dividido en un septum cervical que lo divide en dos y ambos conductos desembocan en la

vagina (Nalbandov, 1996).

El cérvix durante el parto sufre modificaciones que hacen que la coldgena se remodele lo
que como consecuencia trae un arreglo diferente de los proteoglicanos que lo constituyen,
son estas mismas modificaciones las que permiten el alumbramiento de las crias (Varayoud

y col., 2001).
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En la mujer, el periodo de gestacidn tiene una duracién aproximada de 280 dias, mientras
que en la rata tiene una duracién de entre 22 y 24 dias. El establecimiento de la prefiez
tiene dos eventos endocrinos, el primero desencadenado por el apareamiento donde se
modifican la liberacidn de los factores hipotaldmicos lo que permite existan dos descargas
(una diurna y una nocturna) de la prolactina (PRL), la cual ayuda a que se induzca la
formacién de receptores a LH en las células del cuerpo luteo, secretando progesterona,
necesaria para el mantenimiento de la prefiez (Lohmiller y Swing, 2006). Un segundo
evento es dependiente de la implantacién en donde la placenta y las células del endometrio
producen hormonas similares a la PRL y ejercen un efecto luteotréfico el cual es necesario

para mantener la funcién del cuerpo lateo hasta el final de la prefiez (Bazer, 1999).

La etapa critica durante el inicio de la prefiez es la implantacién, que comienza con la
fijacién del blastocisto en el Gtero y culmina con la formacién de una placenta definitiva.
Estos cambios dados en el epitelio y el estroma contribuyen a la formacién de la decidua,
este evento se encuentra bajo el control de estradiol y progesterona producidas por el
cuerpo lateo, permitiendo asi que el Utero sea receptivo y acepte la implantacién del

blastocisto (Wang y col., 2006).

Al sexto dia, se puede encontrar diferenciado ya el trofoblasto, el epiblasto (ectodermo

embrionario o primitivo) asi como el endodermo primitivo.

El blastocisto de los murinos, aproximadamente entre el octavo y noveno dia, las células
de la masa interna constituyen las células troncales pluripotenciales, las cuales son capaces
de generar cualquier tipo de células del cuerpo embrionario (Ferndndez Sanchez y Mayani,

2008).
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La gastrulacion es la etapa donde se dan los movimientos morfogénicos y se lleva a cabo
la formacién de las tres capas germinales. La gastrulacion en murinos comienza
aproximadamente en el dia 6.5 post coito, mientras que en el humano se da entre el dia
14 y 16. Después de este proceso los érganos inician su especializaciéon y se establecen los
ejes de simetria los cuales son fundamentales para el correcto desarrollo y funcionamiento

(Ferndndez Sanchez y Mayani, 2008).

Se puede inferir que tanto en humanos como en cualquier mamifero estos procesos

embrionarios son criticos para el desarrollo y supervivencia de los individuos.
La gestacién es por tanto un proceso fisiolégico con posibles complicaciones como:

Desnutricion materna: la cual puede afectar el peso fetal y el crecimiento de las crias en el
largo plazo, existen periodos criticos durante la gestacién que afectan el desarrollo de los
tejidos adiposos y los centros hipotédlamicos que regulan la ingesta calérica y el crecimiento.
En ratas se ha demostrado que la restricciéon caldrica induce el desarrollo de diabetes,

obesidad e hipertension de las crias (Maliqueo y Echibura, 2014).

Sobrealimentacion: las dietas ricas en carbohidratos o grasas también conducen a
hipertensién y sindrome metabdlico en las crias, modelos en ratones han mostrado que las
crias pueden desarrollar obesidad, higado graso y aumento de proteinas de alta densidad,
presentan mayor sensibilidad a la insulina en musculo con una tolerancia a la glucosa de
manera normal. Dietas altas en grasa inducen una reduccién del peso, a largo plazo estas
crias presentaran hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hipertertensién (Maliqueo vy

Echiburad, 2014).
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Exposicion a Esteroides sexuales: 1os esteroides son producidos de manera normal por la
madre, por la placenta y por el feto y son importantes para el desarrollo fetal. La exposiciéon
prenatal a testosterona y o estrégenos puede conducir al desarrollo de obesidad en la vida

adulta y sindrome metabdlico (Maliqueo y Echiburd, 2014).

La exposicion a andrégenos en la primera mitad de la gestacién reduce la actividad de los
islotes B pancredticos e induce la resistencia a la insulina en hembras y machos, ademas las
hembras producen mayor cantidad de grasa abdominal y visceral, estas anormalidades han
sido observadas en mujeres que tiene SOPQ, por lo que se ha sugerido que este es un

mecanismo que pudiese mediar la aparicién del sindrome (Witchel y col., 2012).
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Planteamiento del problema

El aumento crénico de la actividad nerviosa simpatica del ovario, especialmente del NOS,
produce cambios en el desarrollo de los foliculos que no terminan de completar su ciclo de

vida, diferencidndose hacia quistes foliculares.

El VE induce alteraciones en la dindmica de crecimiento y diferenciacién del foliculo
ovdrico, lo que resulta en un menor niimero de foliculos antrales, una mayor incidencia de

atresia y la formacién de quistes foliculares, eventos que culminan en la anovulacién.

En el ovario, existen terminales nerviosas simpaticas que transportan neurotransmisores,
entre ellos la NA, la cual tiene efectos asociados a la regulacién nerviosa del ovario, la
produccién de hormonas esteroideas y estd involucrada en el desarrollo folicular. Se sabe
que en mujeres con SOPQ, existe un aumento de la NA desencadenada por la
hiperactividad de las fibras simpédticas que inervan el ovario, lo que culmina con la

formacién de quistes foliculares, y como resultado con un cuadro de infertilidad.

En la mujer el 80% de los casos de infertilidad de origen anovulatorio se encuentra asociada
con el SOPQ, efecto que puede ser revertido al atenuar la actividad simpatica del ovario.

Ademas, se sabe que las hijas de madres que padecen SOPQ son propensas a desarrollarlo.

En la mujer, la competencia del ovocito es fundamental para que el proceso de gestacién
se lleve a cabo, sin embargo, en la rata con SOPQ se desconoce si los ovocitos obtenidos
después de una denervacién quirdrgica son competentes y por lo tanto viables y si las
caracteristicas del SOPQ se han improntado en la informacién genética y que puedan ser

expresadas fenotipicamente en la generacién F1.

Por ello, en el presente estudio, utilizando un modelo de ratas hembra con SOPQ inducido
con VE, se analizd si la denervacién quirdrgica del NOS ya sea de manera unilateral o
bilateral, produce ovocitos que sean capaces de ser fertilizados y de mantener la gestacién.
Asi mismo, se analizd si las crias de madres con SOPQ presentan las caracteristicas del

sindrome cuando inician la pubertad o cuando alcanzan la edad adulta.
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Hipotesis

%< Sien la rata con sindrome de Ovario Poliquistico la seccién del nervio ovarico
superior disminuye el tono simpatico y son capaces de ovular, entonces es

probable que estos ovocitos sean viables.

% Sien larata con Sindrome de Ovario Poliquistico la condicién es adquirida, entonces
se espera que las hijas tengan caracteristicas del sindrome y por lo tanto presenten

hiperandrogenismo, quistes foliculares y anovulacion.

Objetivo General

Analizar en la rata tratada con VE, la participaciéon de la inervacién simpética en la
regulacién de la fertilidad vy si las caracteristicas del SOPQ pueden ser transmitidas a las

hijas en la generacién F1

Objetivos Particulares

1) Analizar la tasa de fertilidad, la duracién de la gestacién, el nimero de crias y el nimero
de hembras en la rata con SOPQ inducido por la inyeccién de VE, y sometida a la seccién
del NOS.

2) Analizar en las crias hembras, provenientes de madres con SOPQ y sometidas a la
seccion del NOS, el inicio de la pubertad, la primera ovulacién, la concentracién de

testosterona y la dindmica del crecimiento folicular.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Cll-ZV mantenidas en condiciones controladas de
temperatura (22+2°C) e iluminacién, con 14 horas de luz y 10 de obscuridad, con alimento
y agua ad libitum. Durante el desarrollo experimental, estuvieron sujetas a la normatividad
aplicable para el uso de animales de experimentacion (NOM-062-ZO0-1999,

Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Antes de realizar cualquier procedimiento quirdrgico los animales fueron anestesiados con

una inyeccién intraperitoneal de una mezcla de Ketamina (40mg/kg/pc) y Xilacina

(5mg/kg/pc).

Induccion del Sindrome de Ovario Poliquistico

Se utilizaron ratas hembra neonatas (figura 13) colocadas en camadas de cinco hembras y
un macho. Las hembras al cumplir los 10 dias de vida fueron inyectadas via intraperitoneal
con una dosis de 2 mg de VE (Sigma Chemical Co. St Louis Mo. USA) en 0.1 ml de aceite
de sésamo que fungié como Vh (Sigma Chemical Co. St Louis Mo. USA). Como grupos de
comparacion se utilizaron animales inyectados intraperitonealmente a los 10 dias de vida,
con 0.1 ml de aceite de sésamo. Las crias tuvieron libre acceso a la madre hasta los 24 dias
de vida (dia del destete) y posteriormente al agua y al alimento, hasta el dia que fueron
autopsiadas. En los animales inyectados con VE, se inicid el monitoreo vaginal un dia

después de la fecha de inyeccidon del estrégeno.

En el caso de las hembras inyectadas con Vh el monitoreo de la vagina se realizd a partir
del dia 30 de vida. Una vez que ocurrié la canalizacién de la vagina, se procedié con la

toma de frotis vaginales diarios por un periodo de ocho dias.
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Los frotis se retomaron cuando las hembras tanto Vh como VE cumplieron 45 dias hasta el

dia que fueron sometidas a la denervacién del NOS.

Al cumplir los 60 dias y bajo anestesia con ketamina/ xilacina, los animales fueron
sometidos a una incision dorsolateral de piel, musculo y peritoneo, se expuso el ovario y
se procedid a la denervacién, la cual consistid en el corte del ligamento suspensorio por el
cual transcurre el nervio ovarico superior. Después del procedimiento el ovario fue
regresado a la cavidad abdominal y se procedié a suturar el musculo y posteriormente la

piel con sutura quirdrgica.

A cada animal sometido al procedimiento se le colocd una solucién antiséptica para evitar

la infeccidn de la herida.

Al cumplir los 70 dias de edad, en el dia del proestro, las hembras fueron colocadas en
camadas de dos hembras por macho de fertilidad comprobada con el fin de que las

hembras reciban al macho para la cépula en el dia del estro.

Por medio de frotis vaginales diarios nos aseguramos de que hubiese tapdn espermatico el
cual se conté como el dia uno de prefiez, esto se corrobora con los diestros persistentes

correspondientes al periodo de gestacion.

Las ratas que lograron quedar gestantes se mantuvieron hasta el dia del alumbramiento y
posteriormente las crias fueron asignadas a un grupo que fue sacrificado al primer estro o

bien al cumplir los 70 dias de vida.

Las hembras que no lograron llevar a término la gestacién fueron sometidas a eutanasia y
posteriormente disectadas. En ellas se observd la anatomia del Gtero, donde se pudieron
observar los sitios de implantacién de los embriones y el hematoma que queda a

consecuencia de este evento.
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1.- Animales Generacion F1 de apertura vaginal

De las crias obtenidas del experimento anterior (figura 14) se seleccionaron las hembras y

se esper6 el dia de la apertura vaginal, una vez presentado el estro, los animales fueron

sacrificados.

2.- Animales Generacion F1 de 70 dias

De la misma manera, se seleccion6 otro grupo de hembras que se dejaron hasta cumplir
los 70 dias de edad. En estos animales se observé el dia de la apertura vaginal y la presencia
del estro, por medio de frotis vaginales, los animales se dejaron evolucionar hasta cumplir
los 50 dias de edad, tiempo después del cual se retomaron los frotis y se autopsiaron en el

dia del estro al cumplir los 70 dias.

Figura 14. Grupo experimental usado para evaluar los efectos de la administracion del Vh y VE y la seccién

del NOS, en las hijas de madres con SOPQ.
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Procedimiento de Autopsia

Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron pesados. El sacrificio se llevd
a cabo por decapitacion, al cumplir las edades que se requerian por grupo. Se colectd la
sangre del tronco y se dejé coagular a temperatura ambiente por 30 minutos, después fue
centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos. Los sueros obtenidos se dividieron en tubos de
1.5 ml y se congelaron a -20°C hasta el momento de su andlisis. Al momento de la autopsia,
se diseccionaron y pesaron las gldndulas adrenales, Gtero y ovarios. De los ovarios se
removieron los oviductos para buscar en ellos la presencia de ovocitos in situ con ayuda

de un microscopio estereoscédpico (Nikon, modelo SMZ800, Japén).

Histologia ovarica y morfometria

Los ovarios de todos los grupos experimentales fueron fijados en una solucién de Bouin
por 24 horas, después de este tiempo los ovarios fueron deshidratados por medio de
alcoholes a diferentes concentraciones (70, 80, 96% vy absoluto) y cloroformo,

posteriormente fueron incluidos en paraplast (Leica Biosystems Richmon Inc.USA).

Se seleccionaron al azar 3 animales por grupo y se realizaron los cortes histolégicos que se
llevaron a cabo de manera seriada con un grosor de 10 um vy se tifieron con la técnica de

Hematoxilina- Eosina (H-E).

La determinacién del didmetro folicular se realizé con un ocular micrométrico (1/100
divisiones), donde fue medido el didmetro mayor (D1) y el perpendicular (D2), que
corresponde a la distancia de la membrana basal a membrana basal como se muestra en la
figura 15. El didmetro promedio se calculd con la relacion Dp= (D1+D2) /2, y se determind

solo en aquellos foliculos cuyo ovocito presentd nuicleo y nucleolo bien definido.
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Figura 15. Representaciéon esquemética de la mediciéon del didmetro folicular D1, didmetro mayor D2;

didmetro perpendicular

La dindmica folicular se evalud por la proporcién de foliculos pequefios de 90 a 390y,
foliculos medianos de 391 a 500 y mayores a 500u son considerados como foliculos

preovulatorios (Hirshfield, 1991).

Cuantificacion de Testosterona

La cuantificacidén de testosterona se realizé en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del
departamento de Biologia de la Reproduccién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricién “Salvador Zubirdn” por medio de un ensayo de inmunoadsorcién ligado a
enzimas (ELISA) en fase sélida, basado en el principio de unién competitiva (DRG
Instruments GmbH, Germany). La concentracién de testosterona fue expresada en pg/ml
de suero. Los coeficientes de variacién intra e interespecificos para la testosterona fueron

de 6.42 y 7.32 % respectivamente.
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Analisis estadistico

La comparacién del nimero de hembras gestantes y la tasa de animales ovulantes (nimero
de animales que ovulan/nimero total de animales) se analizdé por una prueba exacta de
Fisher, mientras que los dias de la gestacién, nimero de crias, nimero de hembras, la
apertura vaginal, la presencia del primer estro, el nimero de ovocitos liberados y la
dindmica folicular fueron analizados por una U de Mann Whitney. La concentracién de
testosterona se analizé6 mediante una ANOVA de una via. Cuando existié la necesidad de
analizar entre grupos se utilizé una “t” de Student.

Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias que fueron iguales o menores

a 0.05
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Resultados

Objetivo 1:

Efecto de la Seccion unilateral o

bilateral del Nervio Ovarico Superior
sobre la fertilidad de la rata con SOPQ
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Porcentaje de Hembras gestantes

Con respecto a las madres que fueron tratadas con Vh y sometidas a la seccién del NOS el
100% de las hembras fue capaz de quedar gestante, esto independientemente de si la
seccion era izquierda, derecha o bilateral. En los grupos con denervacién unilateral se
observé la presencia de reabsorciones las cuales fueron identificadas por la presencia de

hematomas en el Gtero.

Cuando la seccién izquierda del NOS es realizada a hembras tratadas con VE, el 69 % de
las hembras resulté gestante, mientras que con la seccién derecha sélo fue gestante el 46 %
y con la seccién bilateral el 54 % (figura 16). El porcentaje de reabsorciones en las hembras
con seccién del NOS izquierdo fue del 15.3%, con la seccién derecha fue del 27.3% vy

cuando la seccidn se realizé de manera bilateral se presenté un 15.4% de reabsorciones.
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Hembras Gestantes
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Figura 16. Porcentaje de hembras gestantes que fueron tratadas con vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol
(VE) a los 10 dias de vida y posteriormente a los 60 dias de edad fueron sometidas a la seccién del Nervio
Oviérico Superior (SNOS) izquierda, derecha o bilateral y fueron puestas con machos de fertilidad
comprobada a los 70 dias de vida. El nimero en blanco indica la n de cada grupo, los nimeros al pie indican
el porcentaje total de hembras gestantes, mientras que los nimeros superiores indican el porcentaje de

reabsorciones fetales por grupo * p < 0.05 vs su grupo vh. (Prueba exacta de Fisher).
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Dias de gestacion

La duracién promedio de la gestacion de las hembras tratadas con Vh o con VE y sometidas
a la seccién del NOS izquierda, derecha o bilateral fue de 21 dias, con lo cual seccionar el

NOS no tiene ningun efecto sobre los dias que dura la prefez en la rata (figura 17).

Dias de Gestacion

20

Dias

10-

SNOS Izquierda SNOS Derecha SNOS Bilateral

Figura 17. Mediana * rango intercuartil de la duracién de la gestacién de hembras que fueron tratadas con
Vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol (VE) y sometidas a la seccién del NOS izquierda, derecha o bilateral a
los 60 dias de vida y a los 70 dias de vida puestas con machos de fertilidad comprobada. Datos analizados

por U de Mann Whitney donde p>0.13
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Numero de Crias

El nidmero de crias obtenidas en las camadas del grupo con VE y seccién del NOS izquierdo
fue similar al grupo con Vh, el mismo comportamiento se observa en el grupo con secciéon

bilateral del NOS

En el grupo de hembras tratadas con VE y seccién del NOS derecho Ginicamente contamos
con dos hembras que parieron, una de las cuales no se logré contar ya que se presentd
canibalismo, la otra hembra parié 7 crias (figura 18).

Numero de crias
15=

Numero

SNOS lzquierda SNOS Derecha SNOS Bilateral

Figura 18. Mediana + rango intercuartil del nimero de crias que fueron obtenidas de los diferentes grupos
experimentales. No se marca la diferencia significativa en el grupo VE con seccién derecha del NOS, puesto
que solo una de las hembras produjo 7 crias. Datos de la mediana analizados por U de Mann Whitney donde

p>0.20
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Numero de Hembras

El ndmero de hembras nacidas de las hembras tratadas con Vh y sometidas a la secciéon
unilateral o bilateral del NOS fue similar. Sin embargo, podemos observar una ligera
tendencia a la disminucién en el grupo seccidn izquierda, pero sin que esta sea

estadisticamente significativa.

En cuanto a los grupos de hembras tratadas con VE y sometidas a la secciéon del NOS ya
sea izquierdo o bilateral, se observé un comportamiento muy semejante al grupo Vh. Por
otro lado, el grupo VE y seccién del NOS derecho, sélo hay una cria hembra, proveniente

de la Gnica hembra que tuvo crias vivas (figura 19).

Numero de hembras

Numero

SNOS lzquierda SNOS Derecha SNOS Bilateral

Figura 19. Mediana + rango intercuartil del nimero de hembras que fueron obtenidas de madres tratadas
con Vh o con VE y sometidas a la seccién del NOS ya sea izquierda, derecha o bilateral al dia 60 de edad y

puestas con machos al dia 70 de vida. Prueba U de Mann Whitney donde p>0.054
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Discusion de Resultados

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata tratada con VE a
los 10 dias de edad y sometidas a la seccion del NOS unilateral o bilateral a los 60 dias de
vida, la condicién de SOPQ es revertida y que los ovocitos resultantes tienen la capacidad
de ser fecundados. La informacién que transporta el NOS parece no estar involucrada con

los mecanismos que regulan el proceso de gestacién.

En la rata, la induccién del SOPQ mediante la administracién de VE en ratas adultas (60
dias de edad), ocasiona perdida del ciclo estral, los ovarios se ven disminuidos de tamafio,
presentan quistes foliculares y ausencia de cuerpos lateos (Barria y col., 1993), de igual
manera, cuando es inyectado al dia 10 post nacimiento se presenta adelanto de la pubertad,
pérdida del ciclo estral, asi como hiperandrogenismo y la presencia de quistes foliculares en

estadio adulto (Rosas Gavilan, 2006).

Tanto en la mujer (Semenova 11.,1969) como en la rata (Yen,1999) con SOPQ, se ha
reportado un incremento en la densidad e hiperactividad de las fibras simpéaticas que llegan
a la teca de los foliculos y de la glandula intersticial (Hernédndez y col., 1988), dando como
resultado un incremento en la cantidad de NA que llega al ovario, precedido por un
incremento del NGF vy su receptor de baja afinidad el p75, eventos que han sido sugeridos

anteceden a la formacién de los quistes foliculares (Lara y col., 2000).

En ratas con SOPQ, inducido por VE, la seccién del NOS, resulta en cambios en el nGmero
de animales ovulantes dependiendo del nervio que sea seccionado, teniendo asi que la
seccion izquierda resulta en un 75 % de animales ovulantes por el ovario inervado,
mientras que con la seccién derecha este nimero decrece al 60 %, y cuando ambos nervios
son seccionados el 50 % de los animales son capaces de liberar un nimero de ovocitos
semejante a los de un animal control. Estos resultados han permitido sugerir que la
eliminacién del aporte noradrenérgico que transcurre por el NOS restaura parcialmente las

funciones ovéricas (Morales y col., 2010).
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En el presente estudio, al igual que lo previamente reportado, se observé que, en las
hembras con sindrome inducido con VE, la seccién del NOS ya sea izquierda, derecha o
bilateral es capaz de restaurar la funcionalidad del ovario. De esta manera, quedé gestante
el 69% de las hembras con seccion izquierda, un 49% con la seccién derecha y un 54%

cuando la seccién se llevd a cabo de manera bilateral.

Estos resultados permiten sugerir una respuesta diferencial ante la denervacién del NOS y
que resulta mas evidente cuando se realiza del lado derecho, puesto que existen diferencias
en la cantidad de fibras que llegan a un ovario u otro con lo que también la cantidad de
NA que reciben es diferente, haciendo que la secrecién de LH como de FSH se vea afectada
(Lara y col., 2002), asi como en la cantidad del flujo de sangre que llega a uno u otro, lo

cual pudiese estar propiciando los cambios en la ovulacién.

De manera fisioldgica los ovarios de las ratas producen un nimero distinto de ovocitos por
ambos ovarios, es asi, que mientras el ovario izquierdo produce una media de 6 ovocitos
el ovario derecho produce un 33% menos de ovocitos por ciclo estral (Carrasco-Garcia y

col., 2008).

En el presente estudio, la tasa de hembras gestantes coincide con los reportes previos que
indican la tasa de animales ovulantes en respuesta a la seccién del NOS. Sin embargo, se
observé que en las hembras con SOPQ la seccién derecha provocd un mayor nimero de
reabsorciones fetales, es decir, que de 5 hembras gestantes que se tuvieron 3 presentaron

reabsorciones.

El desarrollo del utero en las mujeres y en las ratas termina su proceso de manera postnatal
el cual estd regulado por la prolactina, las interacciones epitelio-estromales, genes Hox,
factores de crecimiento intrinsecos y hormonas esteroideas producidas por el ovario
(Spencer y col., 2005), por lo que algin desbalance en estas regulaciones podra tener

consecuencias a nivel reproductivo.
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En mujeres con Sindrome se ha reportado que existe un aumento en la incidencia de
abortos (30 al 50%) en comparacién con mujeres sanas (Glueck y col.,2001), esto puede
deberse a que existe una disrupcion entre el embrién, el endometrio y sus respectivas
interacciones (Palomba y col.,2020) y que ademés la histoarquitectura del endometrio

difiere en mujeres que padecen la patologia de las que no (Quezada y col.,2006).

El proceso del cambio morfoldgico vy fisioldgico de las células del endometrio (decidua) se
ve alterado en el sindrome, este proceso es de vital importancia para las implantaciones, si
esta alterado se encuentran anormalidades que incluyen una falla en la implantacién,

abortos, preclamsia y nacimientos antes de término (Palomba y col.,2020).

Las anormalidades primarias del endometrio juegan un papel determinante en la salud
reproductiva. Se han encontrado alteraciones en 9 genes relacionados con la apoptosis en
mujeres con sindrome 5 de ellos estdn regulados al alza (incluyendo Bcl 2) y 4 (incluyendo
a FAS asociado a dominio de muerte) regulados a la baja, también hay una disrupcién en
el receptor a progesterona sobre todo en PRa y PR, estos alteran los procesos de
implantacién, existe también una disrupcién en el receptor a andrégenos los cual interfiere

con el papel de la progesterona (Palomba y col.,2020).

Los procesos de inmunidad y de inflamacién también presentan modificaciones y la
angiogénesis se ve alterada ya que se encuentran niveles altos de VEGF (Factor de
crecimiento endotelial vascular, por sus siglas en inglés), PDFG (Factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, por sus siglas en inglés), PIGF (Factor de crecimiento placental)

y de TGFp (Palomba y col.,2020).
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En ratonas que han sido tratadas con testosterona en una gestaciéon temprana existe una
reduccién del crecimiento de la arteria uterina, lo cual decrece la expresion de factores de
angiogénesis en la placenta y se observa un incremento en la hipoxia placentaria, asi como
también una disminucién de las Unk (Natural Killer uterinas) las cuales interfieren con el
proceso de angiogénesis y por lo tanto existe un mayor nimero de reabsorciones fetales

(Gong y col., 2019).

La exposicidn a estrégenos de manera prenatal o en la infancia tiene consecuencias a largo
plazo tanto en mujeres como en ratas, las altas tasas de pérdidas de embriones en la peri-
implantacién o las reabsorciones son resultado de defectos no reconocidos en el desarrollo

del Gtero o bien en su funcién (Spencer y col., 2005).

Con toda esta evidencia, en nuestro grupo experimental podemos asumir que la exposicién
al VE provocé cambios en el Gtero de los animales experimentales por la alta concentracién
de estrégenos a los que estuvieron expuestos y es por ello que no todas las hembras
lograron la gestacién, caso contrario el que se tiene con los animales Vh donde si bien se

encontrd una reabsorcién por grupo, el 100% de los animales quedaron gestantes.

Se requieren estudios de mayor profundidad que nos pudieran sefalar que tan grave es el
dafo en los Gteros para comprender si el NOS se encuentra involucrado en los procesos

que no permiten la correcta gestacién de las crias cuando se secciona el nervio derecho.
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En cuanto al nimero de crias previamente se ha reportado que para la cepa CllI-ZV el
promedio de ovocitos liberados es de 12, igual que para el nimero de crias por camada

(Garcia Sustegui y col.,2017).

Cuando se realiza la seccion unilateral del NOS, el nimero de ovocitos liberados por el
ovario denervado disminuye, en tanto que en el inervado incrementa (Morales y col.,
1993). En el presente estudio observamos que en el grupo inyectado con Vh y seccidn

unilateral o bilateral del NOS no se alteré el nimero de crias por camada.

Por lo que podemos sugerir que la participacion del componente noradrenérgico es esencial
en los procesos que culminaran con la ovulacién, pero no es un componente que afecte la

viabilidad de los ovocitos.

La duracién de la gestacidon de la rata (rattus norvergicus) se encuentra en un periodo que
oscila entre los 21y 26 dias (Romero y Legorreta, 1993). En la cepa ClI-ZV se ha reportado
que esta especie entra en labor de parto alrededor del dia 21 de gestacién (Garcia Sustegui

y col; 2017).

En el presente estudio, los resultados muestran que tanto las hembras inyectadas con Vh y
sometidas a la seccién unilateral o bilateral del NOS, asi como las hembras inyectadas con
VE y con denervacién unilateral o bilateral del NOS, el dia del parto no se modificé en
ninguno de los grupos experimentales. Donde en promedio la duracién de la gestacion

fue de 21 dias.

Con estos resultados podemos sugerir que la informacién neural que transporta él NOS, no
se encuentra implicada en los procesos que involucra la gestaciéon o el parto de las hembras,

tanto si expresa o no el SOPQ.
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Conclusiones

Los ovocitos liberados por las hembras con SOPQ inducido con VE y sometidas a la
seccion del NOS izquierdo, derecho o bilateral son viables para la fertilizacion.
Existe una respuesta diferencial entre ovario izquierdo y derecho ante la seccion del
NOS en el nimero de hembras que logran llevar a término la gestacion.

La exposicion en etapa infantil a los estrégenos modificd las condiciones uterinas en
el estadio adulto por lo cual no todas las hembras lograron la gestacién a término.
Los dias de la gestacién, el nimero de crias y el inicio del parto parecen no depender

de la informacién neural que transporta el NOS.
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Resultados

Objetivo 2:

Seccion del Nervio Ovarico Superior en madres

tratadas con Vh o VE. Efectos sobre la primera

generacion filial
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Dia de la apertura vaginal y del primer estro vaginal

Con respecto al dia de la apertura vaginal (figura 20) las hembras provenientes de madres
tratadas con Vh o Ve y sometidas a la seccion del NOS izquierdo y el grupo proveniente
del Vh y la seccién del NOS derecha no mostraron diferencias manteniendo una media de
38 dias para el dia que se presenta la apertura vaginal y en el tiempo que les toma alcanzar
el primer estro vaginal, las hembras provenientes de madres con Vh y la seccién del NOS
bilateral en comparacién con su grupo proveniente del VE més la seccion bilateral presentan
un atraso en el dia de la apertura vaginal mismo efecto que se presenta al momento de

alcanzar el primer estro vaginal.
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Figura 20. Mediana * rango intercuartil del dia de la apertura vaginal y primer estro vaginal de las crias

de madres tratadas con vehiculo (Vh) o Valerato de Estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidas a los 60

dias a la seccién del SNOS izquierda o bilateral. El * p <0.05 vs Vh Bilateral. Prueba U de Mann Whitney

donde p<0.0001 para ambos pardmetros.
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Tasa de animales ovulantes y numero de ovocitos liberados en ratas de

apertura vaginal y de 70 dias.

A la apertura vaginal aproximadamente el 60% los animales provenientes de madres
tratadas con Vh y sometidas a la seccion del NOS izquierdo o derecho logré ovular, este
mismo comportamiento es registrado en las hembras de apertura vaginal que provienen
de madres con seccidon del NOS izquierdo pero que fueron tratadas con VE. Del grupo
proveniente de madres con seccidon bilateral del NOS tratadas con Vh el 100% de las
hembras ovula, mientas que las hijas de madres con VE y seccién del NOS bilateral solo lo

hace el 33%.

En cuanto al nimero de ovocitos liberados, en todos los grupos de animales ovulantes,
liberaron un promedio de 8 ovocitos liberados, sin embargo, el grupo que proviene de
madres con seccion bilateral del NOS y tratadas con VE, solo dos hembras de 6 fueron

capaces de ovular con una cuota de 10 y de 9 ovocitos respectivamente.

A los 70 dias de edad el 100% de las hembras provenientes de madres tratadas con VH vy
sometidas a la seccién izquierda o bilateral del NOS son capaces de ovular, en tanto, que
con la seccién derecha lo hace el 80%. Cuando son analizadas las hembras provenientes
de madres tratadas con VE y sometidas a la seccién del NOS izquierdo o bilateral se

encuentra que ovulan solo el 50 y el 63 % respectivamente.

En las hembras ovulantes sacrificadas a los 70 dias de edad, la media de ovocitos liberados
es de 11. Se observa una ligera disminucién del nimero de ovocitos que no es significativa
cuando es comparada con las hijas provenientes de madres Vh sometidas a la seccién del

NOS izquierdo.
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Tasa de Animales Ovulantes a la Apertura Viaginal Ovocitos liberados a la Apertura Vaginal
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Figura 21. Tasa de animales ovulantes y Mediana =+ rango intercuartil del nimero de ovocitos liberados de
crias a la apertura vagina y a los 70 dias de edad provenientes de madres tratadas con vehiculo (Vh) o
Valerato de Estradiol (VE) a los 10 dias de edad y sometidas a los 60 dias a la seccién del SNOS izquierda o
bilateral. El *p<0.05 vs su grupo Vh, * p <0.05 vs Vh izquierda y Vh derecha, * p <0.05 vs VE izquierda.
Prueba exacta de Fisher para tasa de animales ovulantes y U de Mann Whitney para nimero de ovocitos

liberados.
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Cuantificacion de testosterona

Las hembras provenientes de madres tratadas con Vh o con VE y sometidas a la seccidn del
nervio ovarico superior ya sea izquierda, derecha o bilateral mantienen un
comportamiento similar en cuanto a las concentraciones de testosterona, manteniéndose

en concentraciones por debajo de un animal testigo VE (figura 22).
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Figura 22. Mediana * rango intercuartil de la concentracién de testosterona de ratas provenientes de madres
que fueron tratadas con VE o Vh a los 10 dias de edad y sometidas a la seccién del NOS a los 60 dias. *

p<0.05 vs VE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via donde p<0.0001
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Dinamica folicular

Las hijas de madres inyectadas con VE y sometidas a la seccién izquierda del NOS y
sacrificadas a la apertura vaginal no presentan diferencias en cuanto al nimero de foliculos
pequenos, pero fue menor el nimero de foliculos medianos en comparacién con el grupo
proveniente de madres tratadas con Vh y la seccién del NOS izquierdo. En las hembras
sacrificadas al dia 70 de edad, fue mayor el nimero de foliculos grandes en las hijas de

madres con VE y seccién izquierda del NOS (figura 23 y 24).

En las hembras provenientes de madres con VE y sometidas a la seccion bilateral del NOS
y que fueron sacrificadas a la apertura vaginal, es menor el nimero de foliculos pequefios
en comparacién con su grupo Vh y sometidas a la seccién bilateral del NOS. Las hembras
que fueron sacrificadas a los 70 dias y que provienen de madres tratadas con VE y seccién
bilateral del NOS, mostraron un menor nimero de foliculos pequefios y medianos, en tanto
que, es mayor el nimero de foliculos grandes, en comparacién con su grupo Vh y sometidas

a la seccién bilateral del NOS (tabla 1).
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FOLICULOS
90-390u 391-500p <500y

VE AV

VE 70

VE AV

VE 70

Tabla 1. Tabla que representa el nimero de foliculos totales provienen de las crias de hembras tratadas a los
10 dias de edad con Vh o con VE y que al dia 60 fueron sometidas a la secciéon del NOS izquierda o bilateral.
Las crias fueron sacrificadas a la apertura vaginal (AV) o a los 70 dias de vida (70). *p<0.05 vs su grupo

proveniente del Vh. Prueba U de Mann Whitney.
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Ovarios de hijas provenientes de madres con Vh o VE y seccion del NOS

izquierdo

Apertura vaginal

Figura 23. Microfotografias tomadas a 4x y tefiidas con Hematoxilina-Eosina de ovarios representativos de
los grupos de hijas que provienen de madres tratadas con Vh o con VE y que fueron sometidas a la seccién
del NOS izquierdo y sacrificadas al primer estro vaginal o a los 70 dias de edad. Se pueden observar foliculos

en diferentes estadios del desarrollo, los * marcan los foliculos, en diferentes etapas de crecimiento.
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Ovarios de hijas provenientes de madres con Vh o VE y seccion del NOS

bilateral

Apertura vaginal

70 Dias

Vh VE

Figura 24. Microfotografias tomadas a 4x y tefiidas con Hematoxilina-Eosina de ovarios representativos de
los grupos de hijas que provienen de madres tratadas con Vh o con VE y que fueron sometidas a la seccién
del NOS bilateral y sacrificadas al primer estro vaginal o a los 70 dias de edad. Se pueden observar foliculos

en diferentes estadios del desarrollo, los * marcan los foliculos, en diferentes etapas de crecimiento.
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Discusion de Resultados

En la rata, la apertura vaginal es el evento que indica el inicio de la pubertad, en muchas
ocasiones se encuentra asociado con la aparicidon del primer estro. Estos eventos ocurren
aproximadamente entre el dia 42 postnacimiento (Maeda y col., 2000). En la cepa ClI-ZV
se ha reportado que el inicio de la pubertad ocurre entre los dias 35-45 posteriores al

nacimiento (Garcia Suastegui y col., 2017).

El inicio de la pubertad depende de factores ambientales, nutricionales, conductuales, entre
otros. Algunos autores consideran que este evento se encuentra ligado al peso de la rata,
donde al alcanzar el 50% del peso que tendrdn en la madurez, se da el inicio de la
pubertad, sin embargo, el indicador més fiable de su inicio es cuando la rata alcanza una

talla de 150 mm (Bennett y Vickery., 1970).

Los resultados del presente estudio muestran que las hijas provenientes de madres tratadas
con Vh o con VE y sometidas a la seccién del NOS izquierdo presentan una edad de
apertura vaginal semejante, efecto que no sucede cuando la seccién se realiza de manera
bilateral, ya que las hijas que provienen de madres con sindrome presentan un retraso en

la edad de la apertura vaginal, en comparacién con las hembras provenientes del Vh.

Se sabe que la hormona de crecimiento (GH) tiene un papel determinante en la apertura
vaginal, ya que la concentracién de esta hormona va incrementando desde el dia 25 hasta
que alcanza concentraciones semejantes a las de un animal adulto dos dias antes de la
apertura vaginal. Experimentos en ratas que han sido hipofisectomizadas y posteriormente

tratadas con GH, la apertura vaginal se restablece (Ojeda y col., 1977).

La falta de concentraciones adecuadas de GH pudiera servirnos de explicacién al por que
les toma mas tiempo poder alcanzar la edad de apertura vaginal, pero tampoco se puede
descartar que en estas ratas no exista un correcto balance en la sintesis de receptores que
sean capaces de responder a gonadotropinas o bien a estrégenos, lo cual también podria

estar participando en los procesos que culminan con el inicio de la pubertad.
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Algunos autores sefalan que el retraso en la apertura vaginal podria deberse a que existe
una baja concentracién de leptina. Esta adipocina desempefia un papel importante en la
regulacién de la GnRH en el hipotdlamo, de manera que en la hip&fisis regula la cantidad
de LH secretada, sugiriendo, una sefal metabdlica que inicia la pubertad (Quintero y col.,

2008).

La presencia del primer estro y la apertura vaginal son eventos que se llevan a cabo de
manera simultdnea, donde a la rata le toma en promedio una semana regular sus ciclos
estrales después de la apertura vaginal (Vidal, 2017). Nuestros resultados muestran que
estos sucesos, tanto la apertura como la aparicién del primer estro vaginal, se llevan a cabo

de manera simultanea.

Ademas, existe otro fendmeno denominado sincronizacidén estral, donde entre el 50 y el
75 % de los animales presentardn el mismo ciclo (Harris y Kesel, 1990), con lo que
corroboramos que no existe una diferencia marcada en la edad en la que se presenta la

apertura y el primer estro, ya que nuestras ratas se encuentran sincronizadas.

En la rata, la aparicién del patrén de secrecién de LH circulante se caracteriza por la
presencia repetida de picos cada 30-60 minutos, estimulando de esta manera la produccién

de 17 B estradiol, con lo cual se culminaré el desarrollo final del ovario.

Asi mismo, la PRL en plasma, facilita y mantiene los receptores ovéricos de LH necesarios
para la consecuente secrecién de progesterona (Gullace F y Galassi P., 1995); estos cambios

se dan en la etapa peripuberal de la rata y estimulan la primera ovulacién.
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En cuanto a la tasa de animales ovulantes se encontrd una disminucién del ndmero de
hembras que ovulan, provenientes de madres con sindrome y seccién del NOS bilateral,
una posible explicacidn a este suceso puede ser la desincronizacién en los patrones de
secrecion de GnRH que no se han establecido de manera correcta y que la cantidad
circulante de estradiol es la suficiente para que se produzca la apertura vaginal, pero no la

suficiente para poder estimular la secrecién de LH que permita se lleve a cabo la ovulacién

Se sabe que alteraciones en los cambios ambientales y la intensidad luminica, asi como la
activacion del eje del estrés pueden hacer que la apertura vaginal, el primer estro y la

primera ovulacién lleguen en momentos distintos (Gullace F y Galassi P., 1995).

En ratas de 70 dias de edad provenientes de madres tratadas con VE y sometidas a la
seccion del NOS izquierda o bilateral, hay una menor tasa de animales ovulantes. Estos
resultados nos podrian indicar, que algunos aspectos del sindrome pueden ser transmitidos
a la progenie. Un posible mecanismo es mediante modificaciones epigenéticas, las cuales
en el estadio adulto alteran la expresién de algunos genes. Esta idea se ve apoyada por el
hecho de que este comportamiento no se evidencia en las hijas provenientes de madres

tratadas con Vh y sometidas a la seccién del NOS ya sea izquierda o bilateral.

La ovulacién es un mecanismo altamente coordinado que comienza con la reactivacién de
la meiosis por parte del ovocito arrestado en dictioteno, hasta la rotura de la pared folicular
seguida de la restructuracién y diferenciacién del tejido para dar lugar al cuerpo liteo

(Russell y Robker, 2007).
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En nuestro grupo experimental las hembras provenientes de madres tratadas con VE y
sometidas a la seccién del NOS bilateral, la cantidad de foliculos que se encuentran tanto
al momento de la apertura vaginal como a los 70 dias de edad se encuentran disminuidos
en un 50% en comparacién con su grupo proveniente de madres tratadas con Vh y
sometidas a la misma seccién. Estos resultados permiten sugerir que se encuentra alterada
la secrecién de gonadotropinas, o de manera alternativa, en los foliculos se encuentra

modificada la respuesta de los receptores a estas hormonas.

Sin embargo, ya que la disminucién es muy significativa, eso podria apuntar a que la
foliculogénesis de la rata pudo verse alterada desde el periodo gestacional. Al dia 15 de
gestaciéon la vascularizacion del ovario es escaza y para el dia 18 la cantidad de células
germinales que se tienen estd en su punto méaximo, disminuyendo para el dia 21 de
gestacion (Morales E., 1994). Si existe una alteracién en el nimero de células germinales,

es probable que esto entonces desencadene la falta de foliculos en el estadio adulto.

Una de las hipdtesis del SOPQ involucra la disminucién del nimero de foliculos
primordiales y un aumento del nimero de foliculos primarios, dando como resultado un
fenotipo de poliquistosis ovérica (Garcia Rojas y col., 2014). Si bien, en nuestros animales
se lograron contabilizar foliculos primarios, pero no primordiales y tampoco quistes
ovéricos, podemos suponer que las caracteristicas que generan el sindrome se establecen
después de los 70 dias de edad, lo que explicaria porque atn no hay formacién de quistes
foliculares y por ende no se presente el incremento de la testosterona, que es el principal
indicador de la patologia. Dada la minima cantidad de foliculos que observamos, también
podemos sugerir que existe una falla en el ovario que culminaré con una disminucién en la
reserva de foliculos, que nos hace pensar que se adelantard el término del periodo

reproductivo de la rata la vida fértil de la rata.
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Podemos suponer que en las ratas provenientes de madres con SOPQ y seccidon del NOS
bilateral, se estd alterando algin mecanismo que provoca que se presenten algunas
caracteristicas que pueden indicar que en un futuro el sindrome se establecera, pero ain
mas importante podria ser el hecho de que no todas las caracteristicas se presentan en un
orden determinado y que cuando una se presenta el organismo tarda en asimilar la
condicién y presentar otra caracteristica del SOPQ. Sin embargo, hacen falta més estudios

para identificar como es la sucesién de eventos.

Tampoco podemos descartar que la falta de ovulacidon pueda deberse a que los mecanismos
en los que se encuentra involucrada LH se encuentran alterados. Por ejemplo, la falta de
sefal de LH disminuye el contenido de EGF (factor de crecimiento epidermal, por sus siglas
en inglés) en el liquido folicular, el cual es necesario para disminuir la concentraciéon de
guanosin monosfosfato ciclio dentro del complejo cimulus ophorus, y poder de esta

manera continuar la reanudacién de la meiosis (Garcia Balderas A., 2016).

En la mujer, la insuficiencia ovérica precoz o prematura se considera una amenorrea
secundaria, la cual se presenta antes de los 40 afios, y no tiene que ver con el cese de la
vida reproductiva (menopausia), pero si con la disminucién de la produccién de foliculos,
teniendo como caracteristicas principales al hipoestrogenismo, lo cual puede causar
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, asi como trastornos neurodegenerativos

(Lara M. y Escalante C., 2015).

Se ha descrito que la etiologia de la falla ovérica precoz tiene distintos origenes, siendo el
genético el mas comun de ellos, también puede ser ocasionada por una deficiencia en las
enzimas que participan en la esteroidogénesis como son la 17 a hidroxilasa, la 17-20

desmolasa y las aromatasas (Lara M. y Escalante C., 2015).
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No descartamos que, con la deplecién de la cantidad de foliculos, las ratas provenientes de

madres con induccién del sindrome pudieran entrar en este proceso de falla ovérica precoz.

Durante el envejecimiento reproductivo de la rata (a los 8 meses inicia el periodo de la
subfertilidad), se ha demostrado que existe un aumento de la NA que llega al ovario y con
esto un incremento en el tono simpatico del ovario, sin embargo, se sabe que existe una
disminucién en los valores de NGF, de igual manera existe una disminucién en la
concentracion del estradiol el cual comienza su disminucién a los seis meses de edad, para

quedar sin variaciones cerca de los 14 meses (Acuna E.,2009).

Tampoco podemos descartar que en nuestras ratas pueda existir un envejecimiento
prematuro del ovario o bien una falla ovérica precoz, puesto que nos encontramos en el
periodo de optima fertilidad de la rata, sin embargo, son necesarios estudios de mayor
profundidad para descartar cualquiera de las dos patologias antes mencionadas, ya que,
con estos resultados, la fertilidad de las hijas se ve comprometida acortando su periodo de

vida reproductiva.

Las ratas que han sido tratadas con VE y sacrificadas, ya sea en estadio adulto o bien en la
etapa infantil presentan hiperandrogenismo, sin embargo, cuando las hembras son
sometidas a la seccién del NOS de manera unilateral o bilateral presentan concentraciones

de testosterona por debajo del limite de deteccién del ensayo (Linares, 2011).

En nuestro grupo experimental, las hembras provenientes de madres tratadas ya sea con
Vh o con VE y sometidas a la seccién uni o bilateral de NOS, presentan esta misma
caracteristica, la concentracién de testosterona se encuentra también por debajo del limite

de deteccidn, indicando asi que las hijas no presentan un estado hiperandrogénico.
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Conclusiones

La rata proveniente de madre con SOPQ vy seccién del NOS uni o bilateral no
presenta caracteristicas del sindrome, al menos no en la generacién filial 1.

Las crias provenientes de madres Vh o con sindrome y seccién del NOS, no presentan
hiperandrogenismo.

Las hembras provenientes de madres con VE mas la seccién bilateral del NOS
presentan una disminucién de foliculos ovaricos.

En las hembras provenientes de madres tratadas con VE y seccién bilateral del NOS,

la disminucién en la poblacién folicular puede llevar al adelanto de la subfertilidad.
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Anexo

Modelo de madres con seccion del NOS uni o bilateral

Correcto
desarrollo del
atero
Rata sin
Partologia

La cantidad de receptores de
Proges‘l:erona Y estradiol se encuentran
“normales” y funcionales

La vasculatura del atero no
presenta alteraciones, por lo que
existe una correcta irrigacion.
Existe una correcta expresion de
VEGF.

Se da la correcta implantacion de
las crias, PIGF se expresa
permitiendo el crecimiento de la
lolacenta, por lo tanto, existe una
gestacion exitosa

Anexo 1: Esquema representativo de los procesos que creemos estan facilitando la gestacion en una rata sin

patologia, de acuerdo con lo sefialado en la discusién del objetivo 1.
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>
2 G_ .. =
& 4/ Disminucién del namero de
A N & receptores a progesterona
\\'f!.*igf y estradiol, asi como de la

&7/ -
g funcionalidad de los
:-" receptores

Disminucién del flujo por reduccion del
calibre de la arteria uterina, debido al

hiperandrogenismo. VEGF no esta siendo
correctamente expresdo{o.

Dada [a poca irrigacién, sumado a la incorrecta
expresion de VEGF se aumenta la tasa de
reabsorciones fetales, la cual es mayor cuando se
secciona é|l NOS derecho.

Existe una disminucion del namero de
crias, pudiéndose deber a que la placenta
no se esta desarrollando, esto mediado por

PIGF

Anexo 2: Esquema representativo de los procesos que creemos se encuentran desregulados en Gtero por la
accién del VE en el estadio infantil de la rata. Las caracteristicas del SOPQ han sido atenuadas por la seccién
del NOS en el estadio adulto, sin embargo, el dafio al Gtero es irreversible con lo que no se permite la correcta
implantacién de los embriones, o bien existen pocas crias, de acuerdo con lo sefialado en la discusién del

objetivo 1.
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Modelo de la generacion F1

Rata provenien*te
de madre VH

FSH o o
L, = €. » 30 - 60 minutos patrén
de secrecién de LH
e N
\ 1%\ Ovario responde a las

N
\ 2
\ \

(o ./ gonadotropinas con
\\\\\ == =t ) .

crecimiento y ovulacién

@ Mayor namero de foliculos

@ @ lorimoro(iales que looolran madurar

—

Foliculos terciarios que Iogro\ra’tn ser
ovulados

Hembras fértiles

Anexo 3: Esquema representativo de los procesos que sigue el eje HHO en las hijas que provienen de madres
tratadas con VH y seccién del NOS uni o bilateral. Los ovarios estdn respondiendo de manera adecuada, y

por tanto la fertilidad en las crias esta conservada esto de acuerdo con lo sefialado en la discusidn del objetivo
2.
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Rata proveniente de madre
con SOPQ

GnRH

Posible disrchién del
patrén de secrecién de
LH

Foliculos que no responden
a 9onddoi_‘roF[nds,
espec[almenfe a FSH

Disminucién del nimero de
foliculos primordiales

Menor niamero de foliculos
tercidrios que Fu.-ed.en ovularse

A mayor edad de la rata, menor
tasa ovulatoria, adelanto del
periodo de subfertilidad de las
hembras

Anexo 4: Esquema representativo de los procesos que sigue el eje HHO en las hijas que provienen de madres
tratadas con VE y seccion del NOS uni o bilateral. Los ovarios no responden de manera adecuada a las
gonadotropinas, especialmente a FSH impidiendo el correcto desarrollo de foliculos, por tanto, evita el
crecimiento de estos y la reserva folicular se encuentra disminuida, es por ello que existen menos foliculos
primordiales y preovulatorios con lo cual la fertilidad de estas hembras se encuentra comprometida, también
se maneja una incorrecta secrecién de LH con lo cual se ve comprometida la ovulacién, tal y como se ha

discutido en el objetivo 2.
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