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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) esta caracterizado por un exceso de androgenos,
disfuncioén ovarica y morfologia de ovario poliquistico. Los tratamientos dirigidos al SOP
consisten en terapias farmacoldgicas que resultan en efectos secundarios desfavorables. Por
ello, es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos con productos naturales, entre ellos el
extracto de maca (Lepidium meyenii). Varios estudios han destacado su beneficio sobre la

inflamacion, fertilidad, osteoporosis, sintomas menopausicos y balance de hormonas.

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del extracto hidroalcoholico atomizado de maca
roja (MR) sobre los cambios en la histologia ovarica, peso corporal y peso del ovario en ratas
hembras inducidas a SOP ocasionado por el valerato de estradiol (VE) y enantato de
testosterona (ET). Se incluyeron 30 ratas hembras de 3 meses de edad con ciclos estrales
regulares divididos en cinco grupos. Control: Ratas sanas, Grupo SOP: Ratas inducidas a
SOP sin tratamiento, Grupo positivo: Ratas inducidas a SOP + pastillas anticonceptivas,
Grupo SOP + MR40: Ratas inducidas a SOP con tratamiento de MR a dosis minima y Grupo
SOP + MR&80: Ratas inducidas a SOP con tratamiento de MR a dosis mayor. Para la induccion
de SOP, se administré una sola dosis de VE/ET i.m. Se realizaron frotis vaginales diarios
hasta evidenciar una fase de diestro prolongado, luego de esto, se da por inicio el tratamiento
respectivo. Se analizaron muestras histologicas de ovario, asimismo los O&rganos

reproductivos y peso corporal de cada grupo.

Los ovarios de ratas inducidas a SOP presentaron una morfologia poliquistica. El tratamiento
con MR diario a mayor dosis disminuy¢ significativamente el nimero de quistes ovaricos y
aumento el niamero de cuerpos luteo recién formados en comparacion al grupo SOP. En
conclusion, la administracion de MR logro restaurar el tejido ovarico, teniendo un efecto

sobre la funcidn ovarica.

Palabras clave: Maca Roja, Sindrome de Ovario Poliquistico, Histologia, Valerato de

estradiol, Enantato de Testosterona, Wistar.



ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is characterized by androgen excess, ovarian
dysfunction, and polycystic ovary morphology. Treatments targeting PCOS consist of
pharmacological therapies that result in unfavorable side effects. Therefore, it is necessary to
search for new treatments with natural products, including maca extract (Lepidium meyenii).
Several studies have highlighted its benefit on inflammation, fertility, osteoporosis,
menopausal symptoms and hormone balance. The objective of the study was to evaluate the
effect of atomized hydroalcoholic extract of red maca (RM) on changes in ovarian histology,
body weight and ovary weight in female rats induced to PCOS caused by estradiol valerate
(VE) and estradiol enanthate. Testosterone (ET). 30 3-month-old female rats with regular
estrous cycles divided into five groups were included. Control: Healthy rats, PCOS Group:
PCOS induced rats without treatment, Positive Group: PCOS induced rats + birth control
pills, PCOS + MR40 Group: PCOS induced rats with MR treatment at minimum dose and
PCOS + MR80 Group: Induced rats to PCOS with higher dose MR treatment. For PCOS
induction, a single dose of VE/ET was administered i.m. Daily vaginal smears were
performed until a prolonged diestrus phase was evident, after which the respective treatment
began. Histological ovarian samples were analyzed, as well as the reproductive organs and
body weight of each group. The ovaries of rats induced to PCOS presented a polycystic
morphology. Treatment with daily MR at a higher dose significantly decreased the number
of ovarian cysts and increased the number of newly formed corpora lutea compared to the
PCOS group. In conclusion, the administration of MR managed to restore ovarian tissue,

having an effect on ovarian function.

Keywords: Red Maca, Polycystic Ovary Syndrome, Histology, Estradiol Valerate,

Testosterone Enanthate, Wistar.



I.

INTRODUCCION

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una condiciéon endocrina, metabolica,
reproductiva e inmunoldgica que afecta entre el 8% al 13% de mujeres en edad
reproductiva, causando dafios en la salud y aumentando la morbilidad [1]. En la
actualidad, la definiciéon de Rotterdam para la clasificacion del SOP es ampliamente
utilizada y propone que, para el diagndstico de este sindrome, las mujeres deben
presentar al menos dos de las tres caracteristicas basicas: Hiperandrogenismo (clinico
y/o bioquimico), disfuncioén ovarica y morfologia de ovario poliquistico [2].

El hiperandrogenismo, el atributo mas caracteristico del SOP, representa alrededor del
60% de pacientes con niveles elevados de andrégenos circulantes como son la
testosterona (T), androstenediona (A4) y dehidroepiandrosterona (DHEAS), ademas de
provocar manifestaciones cutaneas (hirsutismo, acné y alopecia) [2, 3]. Como
consecuencia del hiperandrogenismo y otros mecanismos adyacentes, el ovario adquiere
una morfologia poliquistica caracterizada por la acumulacion de foliculos ovaricos en
diferentes etapas de maduracion y/o atresia [4]. Esto conduce al desarrollo de quistes,
sacos membranosos o cavidades de caracter anormal que contienen liquido, lo cual
previene la ovulacion. Esto desencadena una disrupcion del ciclo menstrual causando
anovulacion. Entre otros aspectos del ovario poliquistico, se observa un volumen de

ovario agrandado (> 10ml) [2, 5].

La fisiologia reproductiva esta dirigida por una serie de procesos controlados por el eje
Hipotalamo-Pituitario-Gonadal (HPG). Este eje involucra la liberacion de las hormonas
GnRH, LH y FSH que, a nivel ovarico, actlian sobre el crecimiento folicular, ciclo
menstrual y ovulacion [6] (Anexo N°l). En contraste, el Sindrome de Ovario
Poliquistico esta representado por una pulsatilidad elevada permanente de GnRH y por
consecuencia, una mayor secrecion de LH sobre FSH. Esta desregulacion
neuroendocrina ocasiona, a nivel ovarico, una produccion excesiva de androgenos y
menor desarrollo folicular [7] (Anexo N°2). Con respecto al hipotdlamo y la hipofisis,

estos son menos sensibles a los efectos supresores de las hormonas esteroideas



(progesterona y estrogeno), asi manteniendo un nivel elevado de LH y por consiguiente

manteniendo el estado hiperandrogénico (exceso de andrégenos) [8, 9].

Hasta el momento, se desconoce la causa principal del sindrome, pero se ha propuesto
ser una condicion multifacética en donde ocurre una interaccion entre factores
ambientales, metabdlicos y genéticos/epigenéticos [10]. Asimismo, varios estudios
sugieren que el hiperandrogenismo, la obesidad central y la resistencia a la insulina (RI)
metabolicas a largo plazo como la diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2), dislipidemia,
enfermedades cardiovasculares y complicaciones reproductivas son recurrentes en

pacientes con SOP [13].

Aunque no haya un medicamento indicado sino terapias farmacoldgicas para tratar
diferentes aspectos del SOP, se ha visto que muchos de ellos producen efectos
secundarios en las pacientes [2]. El tratamiento mas comun es mediante la
administracion de pastillas anticonceptivas orales combinadas (AOC), que contienen
estrogeno y progestina, inhiben el pico de LH, disminuye la sensibilidad del ovario hacia
el FSH y, por lo tanto, disminuye la produccion de estradiol provocando que se detenga
la induccion de la ovulacion [14]. Entre los efectos secundarios mas asociados son
cambios en el estado emocional [15], aumento de peso, nduseas, variaciones en el flujo
menstrual, disminucion del deseo sexual [16], tromboembolismo venoso [17], aumento
en las tasas de cancer de mama y de cuello uterino [18]. La eleccion de un tratamiento
debe estar orientado a los sintomas de cada paciente y adaptado a los resultados que se
quieren obtener. Aunque las estrategias terapéuticas para el SOP son atiin limitados, estos
deben estar dirigidos al tratamiento del hiperandrogenismo, disfuncién ovérica y/o las
asociaciones metabolicas. Aparte del uso de AOC, existen farmacos como los agentes

sintetizadores de insulina (metformina), inhibidores de aromatasa (letrozol), entre otros

[2].

En la actualidad, varios estudios se han enfocado en las propiedades terapéuticas de
productos naturales sobre las caracteristicas morfologicas del ovario poliquistico. En

estudios en modelos de rata Wistar inducidas a ovario poliquistica, se observaron
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mejoras en las caracteristicas de la morfologia quistica ovarica, por ejemplo, reduccion
en quistes foliculares y foliculos atrésicos, aumento de cuerpos luteo y reduccion del
espesor de la capa de teca despues del tratamiento con productos naturales como la
curcuma, té verde y soja [19, 20, 21]. Ademas, se reportd una restauracion en el peso
corporal y peso de los ovarios de las ratas que recibieron algun tratamiento con productos
naturales. Los autores postulan que estas propiedades se pueden atribuir a la actividad

antiinflamatoria y anti oxidativa.

Lepidium meyenii Walp. (Maca) es una especie vegetal alto andina que pertenece a la
familia Brassicaceae y crece por encima de los 4000 metros de altitud [22]. Ademas de
ser un alimento nutritivo, la raiz de maca contiene compuestos bioactivos como son los
glucosinolatos, alcaloides, polifenoles, taninos, saponinas, macamidas y macaenos con
propiedades que proveen beneficios a la salud [22, 23].

Entre sus principales efectos medicinales, se encuentra la mejora de la fertilidad, los
efectos neuroprotectores, antidepresivos, antioxidantes, anticancerigenos y anti
osteoporoticos [23, 24]. En adicion, la maca también presenta propiedades
antiinflamatorias. En una poblacion consumidora de mezcla de ecotipos de maca en
altitudes elevadas, los niveles séricos de IL-6 se vieron reducidos [25]. También, la maca
ha exhibido efectos hepatoprotectores en un modelo de hepatitis aguda por medio de la
inhibicion de la inflamacién y mecanismos adyacentes [26]. En ensayos con animales,
las propiedades de la maca también se observan a través del aumento de la tasa de
embarazo, proteccion contra la pérdida de masa y densidad 6sea, balance de hormonas,

alivio de sintomas menopdausicos y una mejora del orgasmo [27].

La maca ha sido clasificada en diferentes ecotipos segun el color de la raiz [23]. Entre
los més estudiados se encuentran la maca amarilla, roja y negra. La maca amarilla
aumenta la energia, mejora la concentracion y equilibra las hormonas [23]. La maca
negra es mas eficaz para los hombres, teniendo un efecto beneficioso en la ganancia
muscular, recuento de espermatozoides y movilidad espermatica en el epididimo [23].
Mientras que la maca roja es el mas efectivo para las mujeres debido a sus efectos en el

equilibrio hormonal [23]. Por ejemplo, en un modelo de estudio en ratas hembras
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ovariectomizadas, la maca roja presentd efectos similares a los del estradiol sobre la

osteoporosis [22].

La maca roja tambien ha presentado propiedades antinflamatorias y anti oxidativas. Su
actividad antiinflamatoria ha sido evaluada en modelos de rata inducidas a hiperplasia
prostatica benigna (HPB) [28, 29, 30]. Se observo que la administracion oral de extracto
hidroalcohdlico de maca roja (MR) tuvo participacion en los procesos inflamatorios de
la enfermedad actuando sobre los niveles de factores pro inflamatorios. En ratas hembras
de la cepa Holtzman ovariectomizadas (OVX), el tratamiento con tres diferentes dosis
de extracto hidroalcohélico de maca roja caus6 una reduccion en los niveles de IFN-y en

una manera dosis dependiente resaltando su actividad antinflamatoria [31].

Actualmente, las propiedades biologicas de Lepidium meyenii sobre los aspectos del
sindrome de ovario poliquistico son escasas, sin embargo, se ha observado, en un estudio
preliminar, que la administracion de maca roja a ratas de la cepa Holtzman inducidas a
SOP produce cambios, aunque no notorios, en los 6rganos reproductivos y la estructura
del tejido ovarico. Los autores resaltaron que dicho resultado pudo ser debido a que solo
se le administro este producto durante una semana [datos no publicados — Laboratorio
de Endocrinologia y Reproduccion — UPCH, Anexo N°3, Anexo N°4, Anexo N°5, Anexo
N°6, Anexo N°7, Anexo N°8).

Considerando que los tratamientos con AOC manifiestan efectos secundarios poco
placenteros para las pacientes con SOP, es necesario evidenciar en un modelo de rata con
presencia de ovario poliquistico, el efecto de la maca roja sobre el tejido ovarico y

organos reproductivos.

En este estudio, se utiliz6 el farmaco “Despamen®” compuesto por valerato de estradiol
(VE) y enantato de testosterona (ET) para inducir e imitar las condiciones del sindrome
de ovario poliquistico en modelos animales. De acuerdo al estudio piloto realizado por
el laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion, el uso de ratas de la cepa Holtzman

demostr6 resultados de induccion de ovario poliquistico similares a la patologia (Anexo
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Anexo N°4, Anexo N°5, Anexo N°6, Anexo N°7, Anexo N°8). En adicion, la cepa Wistar
son de aquellas que se producen en mayor proporcion en el bioterio central de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Teniendo en cuenta recientes estudios,
las ratas expuestas a VE exhibieron aciclicidad, anovulacion, foliculos quisticos con una
capa delgada de células de la granulosa y capa gruesa de células de la teca similar a los
quistes ovaricos observados en mujeres con SOP, tras una inyeccion tnica de 2 mg VE
[32]. Amini et al. tambien pudieron observar la presencia de una disminucion de los
foliculos preovulatorios y cuerpos lateos mientras que los foliculos atrésicos
permanecieron en mayor cantidad en comparacion al grupo control en ratones adultos
inducidos con una dosis unica de 4 mg/kg VE [33, 19]. En adicion, Alivandi et al.
observaron una disminucion de foliculos secundarios grandes y cuerpos luteo, aumento
de quistes, foliculos atrésicos y presencia de teca hiperplasica tras una dosis Unica de

4mg/kg de VE [21].

Este trabajo permitira evaluar las propiedades bioldgicas del extracto hidroalcoholico de
maca roja (Lepidium meyenii) en modelos animales con SOP. Ademas, permitird en un
futuro posible, investigaciones clinicas en sujetos humanos con sindrome de ovario

poliquistico.

II. HIPOTESIS

El extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja mejora la estructura del tejido
ovarico en un modelo de rata de la cepa Wistar inducidas a sindrome de ovario

poliquistico con valerato de estradiol/enantato de testosterona.

III. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(En un modelo de rata de la cepa Wistar inducidas a Sindrome de Ovario Poliquistico
con valerato de estradiol/enantato de testosterona, el extracto hidroalcohoélico atomizado

de maca roja mejorara la estructura del tejido ovarico?



IVv.

V.

OBJETIVOS

i. General
Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja sobre la

histologia del tejido ovarico, en ratas hembra de la cepa Wistar inducidas a sindrome de

ovario poliquistico con valerato de estradiol/enantato de testosterona.

ii. Especificos
Evaluar los cambios en el ciclo estral mediante patrones de citologia vaginal del grupo

control e inducido a SOP.

Determinar la presencia de SOP en ratas inducidas con valerato de estradiol/enantato de
testosterona mediante la evaluacion histologica del ovario.

Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la histologia de la estructura
ovarica, recuento de foliculos, peso corporal y peso del ovario de la rata comparado con

el grupo control.

MATERIALES Y METODOS
i. Animales de experimentacion

Se obtuvieron un total de 30 ratas hembra de 3 meses de edad de la cepa Wistar del
Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima, Pert). Las ratas se dejaron
7 dias para que se adecuen a las jaulas y al nuevo ambiente. Fueron seleccionadas de
forma aleatoria y mantenidas en un niimero de 6 animales por jaula en un ambiente bajo
condiciones estandares de laboratorio a 22°C y con ciclos alternados de 12 horas
luz/oscuridad. Fueron alimentadas con alimento para roedores y agua ad libitum. La
limpieza de la jaula y el cambio de material del lecho se realiz6 dos a tres veces por
semana. Asimismo, los bebederos fueron lavados y desinfectados cada vez que se
administré agua. Los desechos biologicos fueron puestos en bolsas rojas que luego

fueron descartadas en la zona de desechos biologicos y contaminados en el area posterior



il

iii.

del LID. Los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo a la “Guia de

manejo y cuidado de animales de laboratorio” (Instituto Nacional de Salud, 2010) [34].

Clasificacion taxonomica

La clasificacion taxondémica fue basada segun el Sistema de Clasificacion Filogenético
de Adolph Engler publicado en la XII edicion del Syllabus Der Pflanzenfamilien del afio
1954-1964 [55], tal y como sigue:

DIVISION: Angiospermae

CLASE: Dicotyledoneae

SUBCLASE: Archichlamydeae

ORDEN: Papaverales

FAMILIA: Brassicaceae

GENERO: Lepidium

ESPECIE: Lepidium meyenii
NOMBRE VERNACULAR: “Maca”, “maca”, “Ayak willku”

Preparacion del extracto hidroalcoholico de maca roja

Para la preparacion de extracto hidroalcohdlico se utilizan los hipocétilos secos de maca
roja para preparar los extractos. La Maca Roja seca molida (1Kg) fue macerada en 2L
de etanol al 70% durante 72 h con constante agitacion. Luego, el liquido fue filtrado y el

sobrenadante fue sometido a un proceso de secado por atomizacion [35].

Para este estudio, se utiliz6 el producto en sobres con un rendimiento de 3 gramos de
extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja adquiridos de la empresa Cayenatur
E.ILRL. (Marca Juvens). Se realizaron las respectivas disoluciones con agua destilada
para obtener diferentes dosis las cuales fueron administradas a los animales de
experimentacion El producto se diluyd con agua destilada para obtener diferentes
concentraciones en 1 ml. Las dosis administradas a los animales fueron 0.17 mg/kg y

0.32 mg/kg por peso corporal.



iv.

Frotis Vaginal

Para determinar el ciclo ovarico de las ratas, se evaluo la citologia vaginal por medio de
frotis vaginales para la determinacién de las fases del ciclo estral. Se realiz6 diariamente

a lo largo del experimento entre las 16:00 hrs. y 18:00 hrs.

Para la recoleccion de la muestra mediante frotis himedo, se utiliz6 una pipeta estéril de
100 uL y agua estéril o salina. Con una mano se sujeto a la rata y con la otra se introdujo
la punta de la pipeta en la vagina de la rata a una profundidad de 5 — 10 mm. Es importante
no sobrepasar el limite de profundidad para no inducir un pseudoembarazo. Se enjuago
la vagina mediante expulsion y aspiracion entre 2 a 3 veces con la solucion salina o agua
estéril. La muestra humeda recogida con la pipeta se extendidé en una ldmina portaobjetos

y se observo al microscopio [56, 57].

El ciclo estral tiene una duracion entre 4 — 5 dias. Estd compuesto por cuatro fases y su

clasificacion depende de la presencia, ausencia y cantidad de diferentes tipos celulares

(Tabla N° 1) [57].

Fase del Ciclo Estral | Caracteristicas
Proestro Corresponde a la fase
pre ovulatoria.
Predominan las células
epiteliales nucleadas,
de tamafio uniforme,
organizadas de forma
aislada o formando
grupos.
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Estro

Presencia de la
ovulacion. Predominan
las células epiteliales
cornificadas anucleadas
de forma irregular,
organizadas en grupo.

Metaestro

Aparece en ausencia de
gestacion. Presencia de
un conjunto de células
epiteliales cornificadas
y leucocitos.

Diestro

Predominancia de
leucocitos y algunas
células cornificadas.

Tabla N° 1: Descripcion de las fases del ciclo estral de la rata. Fuente: Elaboracion propia
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V.

Disefio de investigacion

Para la induccién de SOP, las ratas recibieron una inyeccidon intramuscular (i.m) de
Valerato de estradiol + Enantato de Testosterona (VE/ET) (5.0mg/kg y 100mg/kg)

(Despamen®™)

En primer lugar, se analiz6 la citologia vaginal mediante frotis vaginal para registrar el
ciclo ovarico de las ratas. Aquellas ratas que presentaron ciclos estrales regulares fueron
consideradas para el estudio. Ciclos estrales irregulares y la presencia de una fase de
metaestro-diestro prolongado, en los grupos que se les administr6 VE/ET, se considero
como signo de induccion de SOP, postulado en otra investigacion [36]. Se administro el
extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja durante 4 semanas y se realiz6 en el
horario de 8:00 hrs. y 10:00 hrs. A lo largo del estudio, tambien se evalu6 el peso corporal

de cada rata antes de iniciar y despues de concluir cada tratamiento.

El estudio experimental compar6d grupo control, grupo SOP y grupos que recibieron
tratamientos. Se incluyeron cinco grupos de experimentacion, de seis animales cada uno
(n=30). A continuacidn, se describen los grupos experimentales y el orden cronoldgico

de la investigacion (Figura N°1):

Grupo I (Control): El grupo control fue sometido al mismo estrés que los grupos tratados,
por eso se les administrd via oral agua como vehiculo del extracto hidroalcohdlico
atomizado de maca roja via oral y via intramuscular (i.m) aceite de oliva. El aceite de
oliva se utilizd6 como vehiculo de la inyeccidon intramuscular del valerato de

estradiol/Enantato de Testosterona.

Grupo II (VE/ET): recibi6 una inyeccion intramuscular (i.m) de una dosis tnica de 0.1
ml de valerato de estradiol + Enantato de Testosterona (VE/ET) (5.0mg/kg y 100mg/kg)

(Despamen®)

Grupo III (Control Positivo): recibidé una inyeccion intramuscular (i.m) de una dosis

unica de 0.1 ml de valerato de estradiol + Enantato de Testosterona (VE/ET) (5.0mg/kg
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y100mg/kg) (Despamen®) mas pastillas anticonceptivas (30 ug drospirenona/dia + 0.125
ug etinilestradiol/dia) diarias por 4 semanas en funcion al peso de la rata (Yazmin®,

BAYER) via oral.

Grupo IV (VE/ET + MR40): recibié una inyeccioén intramuscular (i.m) de una dosis
unica de 0.1 ml de valerato de estradiol + Enantato de Testosterona (VE/ET) (5.0 mg/kg
y100 mg/kg) (Despamen®) mas extracto hidroalcohdlico atomizado de maca roja (MR)

via oral en una dosis diaria de 0.17 mg/kg en forma simultanea.

Grupo V (VE/ET + MR80): recibid una inyeccion intramuscular (i.m) de una dosis unica
de 0.1 ml de valerato de estradiol + Enantato de Testosterona (VE/ET) (5.0 mg/kg y 100
mg/kg) (Despamen®) mas extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja (MR) via oral

en una dosis diaria de 0.32 mg/kg de forma simultanea (Tabla N° 2).

N

GRUPOS TRATAMIENTO
(MUESTRAL)

GRUPO | Agua (vehiculo) + 6
(Control) aceite de oliva
GRUPO _
" VE/ET i.m 6
GRUPO _ )
" VE/ET i.m + Yazmin 6
GRUPO VE/ET + Maca Roja 6
v (0.17 mg/ml)
GRUPO VE/ET + Maca Roja 6
\Y/ (0.32 mg/ml)

Tabla N°2: Grupos de tratamiento
Fuente: Elaboracion propia
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Semana 0: Semana 6: Semana 9:

*  Adaptacion de las ratas * Fase de Induccion de SOP « Fase de Tratamientos
* Control de peso * Control de peso * Control de peso

* Frotis vaginal +  Frotis vaginal +  Frotis vaginal

Fase 1

Figura N°1: Orden cronologico del estudio.
Fuente: Elaboracion propia

Semana 13:

Procesamiento de las muestras

Evaluacion de los drganos
reproductivos.

Evaluacion de la histologia
ovarica.

Control de peso

Semana [0 (1(2(3|4|5(6(7(8|9(10(11|12(13(14(15(16(17|18(19(20( 21|22

ACTIVIDAD

23(24|25|26(27|28-50 (51

53

Pesado y separacion de
animales por grupo

Frotis vaginal diario X|x | x|[x [x|x|[x|x|[x]|x[x]x

Induccién del SOP X | x|x

Tratamientos X [ x [ x| x

Pesado de animales X

Sedacion X

Extraccion de sangre X

Recoleccion de organos
reproductivos  (ovario vy X
lutero) v pesado

Procesamiento de muestras
de sangre

Procesamiento de muestras
de ovario.

Evaluacion Histolégica del
ovario

Recoleccién de datos X

Analisis estadisticos X [ x| x

Interpretacion y redaccién
de resultados

Redaccion de discusién

Correciones

Tabla N° 3: Diagrama de Gantt sobre el Cronograma del Trabajo
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vi. Tamaifo de muestra
Considerando un estudio anterior [19], se tuvo en cuenta los valores de 0.01 para la

desviacion estandar y el conteo inicial y final de CL en ratas con sindrome de ovario
poliquistico inducidas por VE/ET que recibieron algin tratamiento con plantas

medicinales.

(Z,+Z,) 0"
n=
(HI _Ju{] )2

Donde:

- o = Desviacion estandar

- Zo= 1,96 (nivel de confianza del 95%)

- ZP= 0,84 (poder estadistico 80%)

- u=media de CL inicial

- uo=media de CL posterior al tratamiento

Se obtuvo el valor de 5 ratas por grupo. Considerando el 15% de proporcion esperada de
pérdidas se obtiene una n de 6 animales, asumiendo que ese es el minimo numero de

ratas.

vii. Evaluacion histologica del ovario y conteo folicular

Todos los ovarios fueron pesados antes de cada procedimiento. Para la evaluacion
histoldgica se extrajo el ovario derecho de cada rata los cuales se fijaron en formaldehido
tamponado al 4% por al menos 24 hrs. La muestra fijada se sometié a una inclusion y
bloque en parafina y se realizaron cortes longitudinales y en serie en secciones de 5 um
de espesor. Los cortes histologicos, tefiidos previamente con hematoxilina y eosina [21]
se observaron usando un microscopio optico (Leica DM1000) a una magnitud de 10X
para la identificacion de los foliculos. El conteo y clasificacion de los foliculos se realizo

de acuerdo a los siguientes criterios: (1) Foliculos primordiales con una sola capa de
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células de la granulosa aplanadas; (2) Foliculos primarios con una sola capa de células
de la granulosa cuboideas; (3) Antrales si tienen un solo espacio antral grande; (4)
Foliculos atrésicos cuando presentan alguna deformacion, ovocito ausente o presencia
de nucleos picnoticos en las células de la granulosa;(5) Cuerpos luteo es un foliculo
maduro que se ha desarrollado luego de la ovulacion y (6) Quistes ovaricos son sacos
membranosos o cavidades de caracter anormal que contienen liquido (Figura N°1) [33,

53].

Para observar todo el ovario, se observd a una magnitud de 40X, donde pudimos
diferenciar las estructuras ovaricas como los quistes y cuerpos luteos. El conteo de
foliculos saludables primordiales y primarios se observaron a una magnitud de 400X
para distinguir detalladamente las células de la granulosa que rodean al ovocito.
Finalmente, los foliculos antrales, preovulatorios y foliculos atrésicos se observaron a
una magnitud de 40X y 100X. El conteo de los foliculos se realiz6 dentro de 9 secciones

representativas separadas por al menos 20 um a una magnitud de 100X [33].
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igura N: Clasiﬁccié flicular. a) Foh’cuprimordial b) Foliculo
primario c) Foliculo secundario d) Foliculo preantral e) Foliculo antral
f) Foliculo preovulatorio. Fuente: Myers M, Britt KL, Wreford NGM,
Ebling FJP, Kerr JB. Methods for quantifying follicular numbers within
the mouse ovary. J Reprod Fertil. 2004;127(5):569—80. Disponible en:
https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/127/5/1270569.xml
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viii.

ix.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de la experimentacion fueron ingresados a una base de Excel y
posteriormente se evaluaron en el programa estadistico STATA v.17. En primer lugar, se
evaluod la distribucion normal de los datos mediante el Test de normalidad Shapiro-Swilk
y un histograma para observar la distribucion de los datos. Se realizé un test de ANOVA
de una via teniendo como factores los diferentes tratamientos (Control, VE,
VE+YAZMIN, VE+MR40 y VE+MRS80) y las variables dependientes (Numero de
foliculos primordiales, foliculos primarios, foliculos antrales, quistes, cuerpos luteos y
peso corporal, peso del utero y de ovario). Para comparar los diferentes tratamientos
sobre las variables dependientes, se realizaron graficos de barras incluyendo la
significancia estadistica. De encontrarse efectos significativos en el ANOVA, se
realizaron pruebas post-hoc de Tukey. En caso contrario, cuando los datos no presentaron
normalidad y homogeneidad de varianzas, se realizé la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis para determinar la diferencia para mds de dos grupos. Se presentaron los
resultados como media y desviacion estandar. Para todos los andlisis estadisticos, se

considerd una significancia de p=0.05.

Descripcion de las variables

Se evaluaron las variables cuantitativas y cualitativas para abordar los objetivos del

estudio tal como se seniala en la Tabla N°4.
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Variable

Numero de Foliculos

primordiales

Numero de Foliculos

primarios

NUmero de Foliculos

secundarios

NUmero de Foliculos

antrales

Definicion

Conceptual

Foliculos primordiales
con una sola capa de
células aplanadas de la
granulosa.

Foliculos primarios con
una sola capa de células

cuboideas de la
granulosa
Foliculos secundarios

con dos 0 méas capas de
células de la granulosa
cuboideas.

Antrales si tienen un
solo espacio antral
grande

Operacional

Ndmero de foliculos
primordiales en 9

secciones histologicas
representativas por
ovario.

Numero de foliculos
primarios en 9 secciones
histologicas
representativas
ovario.

por

Nimero de foliculos
secundarios en 9

secciones histoldgicas
representativas por
ovario.

Nimero de foliculos
antrales en 9 secciones
histologicas

19

Criterios de medicion

Discreta

Escala: De razon

Discreta

Escala: De razon

Discreta

Escala: De razon

Discreta

Escala: De razon

Tipos de variable

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa



Numero de
ovaricos
Nimero de
lGteo

Quistes

Cuerpos

Sacos membranosos 0
cavidades de carécter
anormal que contienen
liquido

Cuerpo ldteo, cuerpo
secretor de hormonas
amarillas en el sistema
reproductivo femenino.
Se forma en un ovario
en el sitio de un foliculo,
0 saco, que ha madurado
y liberado su 6vulo en el
proceso conocido como
ovulacion.

representativas por
ovario.

NUumero de quistes
ovaricos en 9 secciones
representativas

histol6gicas por ovario.

Numero de cuerpos
luteos en 9 secciones
representativas

histol6gicas por ovario
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Discreta
Escala: De razon

Discreta

Escala: De razon

Dependiente
Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa



Peso del animal

Peso del ovario

Ciclo estral

Fuerza con que la tierra
atrae un cuerpo.

Fuerza con que la tierra
atrae un cuerpo

En ratas y ratones, es un
proceso fisiologico y
repetitivo donde
suceden cambios en los
niveles de hormonas alo
largo del ciclo.

Tabla N°4: Descripcion de las variables

Peso en gramos
registrado con una
balanza de precision.

Peso en gramos
registrado con una
balanza de precision.

Presencia de 4 tipos de
células en el epitelio

vaginal: Células
cornificadas no
nucleadas, leucocitos,

células nucleadas.
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Continua

Escala: De razon

Continua

Escala: De razon.

Ordinal

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente
Cuantitativa

Dependiente

Cualitativa



VI

i.

X.

Consideraciones éticas

Los procedimientos utilizados para el tratamiento de los animales durante el tiempo que
se realizé la experimentacion contaron con la aprobacion del Comité Institucional de
Etica para el Uso de Animales — CIEA de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(Codigo SIDISI: 207709). El cuidado de los animales se llevd a cabo de acuerdo a la
“Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (Instituto Nacional de Salud,

2010).

Para garantizar el bienestar de los animales se realizo la limpieza rutinaria de las jaulas
y el cambio de material del lecho dos a tres veces por semana. Asimismo, se dispuso de
alimento diario y los bebederos fueron lavados y desinfectados. Asimismo, los animales
fueron atendidos y observados por personal calificado todos los dias para reconocer

signos de enfermedades y/o conductas anormales en caso se presentaran.

El alivio del dolor asociado a los procedimientos quirurgicos a los cuales se sometieron
los animales de experimentacion fue mediante la seleccion y aplicacion del anestésico
adecuado para la especie. La eutanasia fue necesaria al final de la recoleccion de
muestras como medio para eliminar el dolor y estrés inducido al animal, que fue
realizado por el personal capacitado. Los desechos biologicos fueron removidos y

eliminados de forma regular y segura en botes de basura identificados dentro del bioterio.

RESULTADOS
Ciclo estral

El registro del ciclo estral se analiz6 durante todo el experimento. En el grupo control,
las ratas presentaron ciclos regulares de 4-5 dias. Sin embargo, en los grupos donde se
administr6 enantato de Testosterona/Valerato de estradiol para inducir el ovario
poliquistico, los animales presentaron ciclos estrales alterados permaneciendo en fase de

diestro, similar a otros estudios (Figura N°3 y 4) [36].
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Control

Estaadios del ciclo estral

1 4 6 8 10 14 18 20 24 26 28 30 33 35 37 39 41 45 47 49 51 53 55 59 61
Dias

Figura N°3: Ciclo estral normal del grupo control. 1, proestro; 2, estro; 3, metaestro; 4,

diestro.

SOP

Estaadios del ciclo estral

1 4 6 8 10 14 18 20 24 26 28 30 33 35 37 39 41 45 47 49 51 53 55 59 61
Dias

Figura N°4: Fase de metaestro y diestro prolongado luego de la induccién de SOP en el

dia 39. 1, proestro; 2, estro; 3, metaestro; 4, diestro.
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il

Peso de los animales

El peso corporal de todos los grupos experimentales no vari6 significativamente al inicio
y al final del estudio. Podemos notar que las ratas del grupo control tuvieron el mayor
aumento de peso en comparacion a los otros grupos. Todos los grupos experimentales
estuvieron en las mismas condiciones ambientales y recibieron alimentacion equitativa.
Sin embargo, podemos notar que los animales que recibieron tratamiento con maca roja
disminuyeron en peso corporal, siendo la mayor pérdida aquellas que recibieron dosis
de 80 mg/kg de maca roja, y en segundo lugar las ratas con ovario poliquistico que no

recibieron tratamiento (Tabla N°5, Figura N°5).

Peso Inicial Peso Final Delta

M + SE M £ SE Mz+ SE
CONTROL 234.33 +5.45 240.17 + 5.46 +5.83+3.71
SOP 240.50 + 4.19 233.83 +2.98 -6.67 £ 2.75
SOP + YAZMIN 238.50 £ 3.42 239.67 £4.31 1.17 £1.28
SOP + MRA40 241.50 £ 6.22 236.17 £6.11 -5.33+£2.26
SOP + MR80 249.83 + 7.67 233.83 +2.98 -16.0 £ 8.16

Tabla N°5. Comparacion entre el peso corporal inicial y final de los diferentes
grupos experimentales y su delta de peso. Los valores estan expresados como

medias y error estandar.
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300.00

250.00

200.00
150.00
100.00

50.00

0.0
CONTROL SOP + YAZMIN  SOP+MR40  SOP + MR80

Peso del animal (g)

o

m Peso Inicial = Peso Final

Figura N°5: Peso del animal (g) de los diferentes grupos experimentales. Los

valores estan expresados como medias y erros estandar.

Peso del utero

En la Figura N° 6 se observa que el peso del tutero (p<0.05) fue significativamente mayor
en los animales inducidos a SOP en comparacién al grupo control. El peso del ttero en
los grupos con tratamiento con maca y Yazmin tuvieron menores valores comparado el

grupo SOP, pero esta diferencia no fue significativa (p>0.05).

800.00
700.00

600.00 a
500.00
400.00
300.00
200.00
100.00

0.00
CONTROL SOP+ YAZMIN SOP+MR40  SOP+MRS0

Peso del ttero (mg)
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Figura N° 6: Peso del utero (mg) de los diferentes grupos experimentales al
final del estudio. Los valores estdn expresados como medias y errores
estandar.

iv. Peso del ovario

En la Figura N° 7 observamos que en los animales inducidos a SOP, la media del peso
ovarico fue menor con respecto al grupo control. Asimismo, se observa una ligera
disminucion del peso del ovario cuando comparamos los grupos con tratamiento

(Yazmin y Maca Roja) con el grupo SOP.

50.00 a
45.00 I

40.00

35.00 ab

30.00 b b
25.00 ]

20.00 I ] I
15.00
10.00

5.00

0.00

Peso del ovario (mg)

CONTROL SOP SOP+ SOP+MR40 SOP~+ MRS0
YAZMIN

Figura N° 7: Peso del ovario (mg) de los diferentes grupos
experimentales al final del estudio. Los valores estin expresados
como medias y errores estandar.

v. Morfologia ovarica

El conteo de foliculos en cortes histologicos ovaricos de todos los grupos

experimentales se evalu6 al finalizar la 4ta semana de tratamiento.
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Los animales inducidos a ovario poliquistico (VE+TE) mostraron una
morfologia ovérica caracteristica (Figura N°14, B). Se observd una
disminucioén significativa de cuerpos luteos a comparacion del grupo control
(Figura N°8). En los grupos que recibieron algun tratamiento, no mostraron
cambios en el nimero de cuerpos luteo, sin embargo, el grupo que recibi6 una
dosis mayor de maca roja (SOP+MR&0), el nimero de cuerpos luteo aumento
significativamente, con una estructura ovarica histologica similar al grupo

control (Figura N°14, Ay E).

Numero de cuerpos liuteo
(%)

* *
*

2
1
0

CONTROL SOP SOP + SOP +MR40 SOP + MRS0

YAZMIN
Grupos

Figura N°8: Conteo de cuerpos luteo en los diferentes grupos
experimentales. Los valores estan expresados como medias y sus errores
estandar. *P < 0.05 respecto al grupo control.

En los animales inducidos a ovario poliquistico (VE+TE) se observo un
aumento significativo de quistes ovaricos comparado con el grupo control. El
efecto inductor de SOP se observd en todas las ratas experimentales,
representando un porcentaje del 100%. El nimero de quistes ovaricos
disminuyo significativamente luego de que las ratas recibieran tratamiento,

sin embargo, en el grupo que se le administrdé una mayor dosis de maca roja
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(80 mg/ml) se observé una estructura ovarica similar al del grupo control

(Figura N°9 y Figura N°14, E).

6
*
65
=
5
=4
2
w
5
L #
=]
.O 2
g
k=
> 1
—
CONTROL SOP SOP + SOP +MR40 SOP + MRS0
YAZMIN
Grupos

Figura N°9: Conteo de quistes foliculares en los diferentes grupos experimentales.
Los valores estan expresados como medias y sus errores estandar. *P < (.05 y **P
< 0.005 vs. Grupo control; #P < 0.05 vs grupo SOP.

Por otro lado, el numero de foliculos saludables (foliculos primordiales,
primarios, secundarios y antrales) no presentaron diferencias significativas

entre los grupos experimentales (Figura N°10, 11, 12 y 13).
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Numero de foliculos primarios

: [

CONTROL SOP SOP + SOP +MR40  SOP +MRSE0
YAZMIN

Grupos

Figura N°10: Conteo de foliculos primarios en los diferentes grupos
experimentales. Los valores estan expresados como medias y sus errores
estandar.
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'z

0

CONTROL SOP SOP + SOP +MR40  SOP +MRS80
YAZMIN
Grupos

Figura N°11: Conteo de foliculos secundarios en los diferentes grupos
experimentales. Los valores estan expresados como medias y sus errores estandar.
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Nuumnero de foliculos antrales
=

CONTROL SOP SOP + YAZMIN SOP+MR40  SOP+MRS80
Grupos

Figura N°12: Conteo de foliculos antrales en los diferentes grupos experimentales.
Los valores estan expresados como medias y sus errores estandar.

o]

Numero de foliculos primordiales
=

—

CONTROL SOP SOP + SOP +MR40  SOP+MRS0
YAZMIN

Grupos

o

Figura N°13: Conteo de foliculos primordiales en los diferentes grupos
experimentales. Los valores estan expresados como medias y sus errores estandar.
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VII.

rata de los grupos experimentales. Tincion H y
E. (A) Grupo control (x40) (B) Grupo SOP
(x40). (C) Grupo Positivo (x40) (D) Grupos
SOP+MR40 (x100) (E) Grupo SOP+MRS80
(x40). Abreviaciones: CL, cuerpo lateo; FA,
foliculos antrales; FQ, foliculos quisticos; FS,

foliculos secundarios.

DISCUSION

El presente estudio analiz6 la estructura del tejido ovarico mediante cortes histoldgicos
de ratas inducidas a ovario poliquistico con Valerato de estradiol/Enantato de

testosterona (VE/ET) y sus tratamientos.
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En este estudio, el tejido ovarico del grupo inducido a ovario poliquistico, presentd un
aumento en el nimero de quistes ovaricos y una disminucion en el numero de cuerpos
luteo a comparacién de su grupo control. Ademas, en el grupo SOP se observd una
tendencia a la pérdida de foliculos primordiales, primarios, secundarios y antrales a
comparacion del grupo control, sin embargo, esta disminucion no fue significativa. Estos
resultados en el ovario de ratas expuestas a una sola dosis de VE y ET concuerdan con

otras investigaciones en modelos murinos [33, 37 - 41].

Al examinar los cortes histologicos del ovario, nuestros resultados nos confirman la
existencia de anovulacion al no observarse cuerpos luteos recién formados (Figura N°14,

B).

Las variaciones que puedan presentarse en los ovarios, Utero y vagina, reflejan el estado
del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. A lo largo del estudio, se registro el ciclo estral de
las ratas mediante citologia vaginal el cual se usé como indicador de la funcion del ciclo
reproductivo [S6]. Observamos que el ciclo estral de las ratas del grupo SOP fueron
detenidos, presentando una fase de diestro prolongado con una alta presencia de
leucocitos. Caso contrario, las ratas del grupo control mantenian ciclos estrales normales
con una duracion de 4-5 dias. Estos resultados fueron concordantes con otros estudios

[32, 36, 41].

En base a estas observaciones, se podria decir que los animales que fueron inducidos a
SOP exhibieron aciclicidad y anovulacion, lo que estaria relacionado a la ausencia del
pico de LH y a trastornos reproductivos endocrinos [42]. Entonces, la administracion de
Valerato de estradiol/Enantato de testosterona (VE/ET) produjo fallos en el desarrollo
normal folicular en los ovarios de ratas adultas y desarroll6 una morfologia ovarica

poliquistica similar a la patologia.

Despues de recibir los diferentes tratamientos, el numero de cuerpos luteo (CL) en el
grupo SOP+MRS80 fueron significativamente mayores en comparacion al grupo SOP, y
observandose un nimero cercano de CL al del grupo control. Este resultado nos sugiere
que la administracién de maca roja tuvo un rol sobre la funcién ovarica mediante la

formacion de nuevos cuerpos luteos (Figura N°14, E) sugiriéndonos que se ha reclutado
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una mayor cantidad de foliculos y restaurado la ovulacion. En respuesta a esto, el numero

de quistes ovaricos disminuy6 luego del tratamiento con maca roja.

Es conocido también que la apariencia poliquistica implica un conjunto de procesos
endocrinos y metabdlicos [43]. En este trabajo no se analizaron las hormonas femeninas
(estrogeno y progesterona) y hormonas gonadotropicas (LH y FSH) importantes en la
regulacion de la ovulacion y el proceso del desarrollo folicular. Se recomienda observar

el comportamiento de dichas hormonas en estudios posteriores.

Con respecto a los d6rganos reproductivos, los tuteros de las ratas inducidas a SOP
obtuvieron un mayor peso comparado al grupo control. Mirabolghasemi et. al observé
en secciones histologicas de tejido uterino un aumento significativo del espesor de la
pared del utero y la altura del epitelio luminal de ratas tratadas con VE en comparacion
a su grupo control. Estos cambios se le puede atribuir a alteraciones en la tasa de
proliferacion en el tejido endometrial del tero y por consiguiente desarrollar una
respuesta temprana de hiperplasia uterina lo que aumenta el tamafio y peso de dicho
organo [44]. Adicional a esto, es posible que la descontrolada proliferacion de células
endometriales sea debido a un desbalance en las vias de sefializacion apoptoticas, segin
estudio [45]. Tambien en un estudio en ratas ovariectomizadas, la administracion de

estrogeno exdgeno increment6 el peso uterino [46].

El peso del ovario de las ratas inducidas a ovario poliquistico presento una tendencia a
disminuir con respecto al grupo control, aunque el resultado no fue significativo. Brawer
et al. observaron un decrecimiento en el peso de los ovarios luego de que las ratas hayan
sido tratadas con VE [42]. Por otro lado, estudios contradictorios confirman un aumento

en el peso del ovario [40].

Los resultados observados de este primer estudio demostraron la efectividad del extracto
hidroalcohdlico de maca roja sobre la restauracion de la estructura del tejido ovarico en
un modelo de ratas inducidas a ovario poliquistico con VE/ET. Se ha reportado, en
estudios experimentales con animales, las propiedades medicinales de la maca
(Lepidium meyenii) sobre la funcion reproductiva y hormonas involucradas en la

fisiologia reproductiva [22, 23, 47 - 49].
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La composicion nutricional de la maca contiene 10.2% de proteina, 59% carbohidratos
hidrolizables, 2.2% de lipidos y 8.2% de fibra. Asimismo, la maca comprende un
conjunto de metabolitos secundarios a los que se les atribuye su actividad biologica como
son: glucosinolatos, alcaloides de imidazol, tiazoles, macahidantoinas 'y
macatiohidantopina, meyeniinas, fitoesteroles, acidos grasos, polifenoles, taninos,
saponinas, flavonoides, entre otros [58, 59]. Gonzales GF encontrd en extractos
hidroalcohélicos atomizados de maca roja el mayor contenido de glucosinolatos [60]. La
presencia de glucosinolatos y derivados producidos durante su biosintesis, polifenoles,
flavonas y antocianinas en la maca estarian relacionados con su actividad
antinflamatoria, anti oxidativa, anticancerigena, entre otros [59]. Cabe recordar que el
SOP tambien representa la union de diversas enfermedades endocrinas, metabolicas y
reproductivas. En los tltimos afios, se habla de una inflamacion asociada al SOP, donde
se ha observado una produccion aumentada de citoquinas proinflamatorias. Esto esta
asociado a una disfuncioén ovarica por el desbalance entre factores proinflamatorios y
antiinflamatorios [52]. Es mas, se ha sugerido que el glucosinolato de bencilo es
responsable del efecto de la maca roja sobre el tamafio de la préstata producida en la
hiperplasia prostatica benigna [60]. Las propiedades de estos compuestos tambien
pueden mejorar la osteoporosis posmenopausica. En ratas ovariectomizadas, Gonzales
C. sugiere que la maca roja actuaria como un modulador de los receptores de estrogenos
[61]. La quercetina, un flavonoide poli fendlico tambien presente en la raiz de maca se
ha estudiado ampliamente en la funcidon reproductiva [50]. Debido a sus capacidades
antioxidantes y antiinflamatorias, se ha observado que juega un rol positivo en el balance
de hormonas y desordenes metabolicos, ademés de la regulacion de la esteroidogenesis,
disminucion de quistes ovaricos y restauracion de la foliculogénesis [51]. Al usar una
mezcla hidroalcohodlica como sistema de extraccion (por ejemplo, extracto
hidroalcohdlico atomizado de maca roja), se obtiene un producto final con los
metabolitos encargados de las propiedades bioactivas de la maca [60]. La accidén
conjunta de los metabolitos le otorgaria a la maca los beneficios medicinales que

ayudarian a mejorar el perfil poliquistico del ovario.
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VIII.

IX.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se determiné la efectividad de la maca roja sobre la histologia
ovérica de ratas inducidas a ovario poliquistico por la administracion de VE/TE. El
tratamiento con maca roja ayudo en la recuperacion de la estructura ovarica reflejado en
la disminucion de los quistes foliculares y en el aumento en la formacion de nuevos
cuerpos luteos, este tltimo tuvo un aumento mas significativo utilizando dosis mayores

de maca roja (SOP+MRS80) a comparacion de los otros tratamientos.
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Anexo N°2: Fisiopatologia del Sindrome de Ovario Poliquistico.
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Anexo N°3: Efecto de diferentes tratamientos sobre el peso de organos reproductivos
[Manuel Gasco, datos no publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion —
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Anexo N°4: Efecto de los diferentes tratamientos sobre la estructura del tejido ovarico (FS:
Foliculos saludables; FA: Foliculos atrésicos; FOC: Foliculos con ovulo central; CL: Cuerpos
luteos) [Manuel Gasco, datos no publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion

— UPCH]

Anexo N°5: Corte histologico de ovario de rata del grupo control [Manuel Gasco, datos no
publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion — UPCH]
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Anexo N°6: Corte histologico de ovario de rata del grupo con sindrome de Ovario Poliquistico
(SOP) [Manuel Gasco, datos no publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion —
UPCH]

Anexo N°7: Corte histologico de ovario de rata inducido a SOP tratado con aguaje [Manuel Gasco,
datos no publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion — UPCH]
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Anexo N°8: Corte histologico de ovario de rata inducido a SOP tratado con maca roja [Manuel
Gasco, datos no publicados — Laboratorio de Endocrinologia y Reproducciéon — UPCH]
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