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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (PCOS) es una patologia neuroendocrina muy comun en
mujeres en edad fértil y estd relacionada con mas del 75% de los casos de infertilidad
anovulatoria. Aunque la etiologia del PCOS se desconoce, en este ultimo tiempo se ha acumulado
mucha evidencia que sefiala a los nervios simpaticos del ovario como un componente importante
en la patologia. De hecho, en el modelo de ovario poliquistico inducido por la administracion de
una dosis unica de valerato de estradiol se observd una activacion de los nervios simpaticos del
ovario, reflejado en un aumento del contenido y en la liberacion de noradrenalina (NA) de los
terminales nerviosos. Se cree que el PCOS puede ser adquirido en etapas tempranas, como lo
demuestran experimentos realizados en ratas en donde se les administr6 EV en el periodo
neonatal y prepuberal. En ambos casos hubo una activacion de la inervacion simpatica. Para
probar la hipdtesis de una activacion temprana de los nervios simpaticos como factor etiologico,
en el presente trabajo se administro isoproterenol (ISO), un agonista beta adrenérgico, en dosis
crecientes de 125ug/kg peso (1X), 10X y 1000X, para remedar un tono adrenérgico aumentado a
ratas neonatas y se vio como se afectaba la funcion reproductiva de este 6rgano cuando las ratas
llegaron al estado adulto. Como resultado del tratamiento se adelant6 el inicio de la pubertad en
las ratas tratadas con la dosis 1000X de ISO. Aunque no regular, todos los grupos tratados
presentaron ciclicidad estral y los niveles de esteroides plasmaticos no se vieron afectados en las
ratas tratadas respecto al grupo control. Se observé una disminucién en el contenido de NA en
ovario en la dosis 1000X de ISO, mientras que el contenido de NGF ovéarico aumento en las dosis
1X y 1000X. Al parecer, la administracion neonatal de ISO no produjo cambios permanentes en
la foliculogénesis y esteroidogenesis, ya que es probable que la ventana en que se estimuld no
fuera la adecuada para cambiar el desarrollo folicular. Sin embargo, se verificaron cambios
importantes en las catecolaminas adrenales y en el tamafio del corazdn por efecto del tratamiento.
El adelantamiento del inicio de la pubertad nos indica que la estimulacion adrenérgica podria

modificar la sincronizacion del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario.



Abstract

Adrenergic stimulation in rats during the neonatal period: effects on the

ovarian reproductive function during development and adulthood

The polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most frequent neuroendocrine disease in women
during their reproductive years and corresponds to 75% of the anovulatory fertility cases.
Although the ethiology of PCOS remains unknown, a sizeable body of evidence points to the
ovarian sympathetic innervation as a major component of the disease. Indeed, in the PCO model
induced by the injection of a single dose of estradiol valerate, an activation of the ovarian
sympathetic nerves has been demonstrated, as indicated by the increase in norepinephrine content
and release from the nerve terminals. As it is suggested in epidemiologic studies in women and
later confirmed in rats, it is believed that the PCOS can be developed in early stages of life.
Neonatal and prepubertal rats injected with a single dose of estradiol valerate developed PCOS in
the adult life. In both cases, an activation of the ovarian sympathetic nerves occurs. To test the
hypothesis of an early activation of ovarian sympathetic nerves as an ethiological factor of PCOS,
in the present study we administered increasing doses of the beta-adrenergic agonist isoproterenol
(ISO) in concentration of 125 pg/kg of body weight (ISO 1X), ISO 10X and ISO 1000X, to
simulate an enhanced adrenergic tone in neonatal rats and to study the ovarian reproductive
function when adults. The results show an early onset of puberty in the rats treated with the ISO
1000X dose. Although non-regular, all of the treated rats show estrous ciclicity and the plasma
steroids levels did not change in the treated rats compared to the control group. The NE content
in the ovary decreased in the ISO 1000X treated rats, while the NGF content in the ovary increase
in the ISO 1X and in the ISO 1000X treated rats. It seems that the neonatal administration of ISO
did not produce long term effects in the foliculogénesis and esteroidogenesis. It is quite possible
that the window in which the stimulation occurs was not the most indicated to change the
follicular development. However, the adrenal and heart function was “programmed” by the
neonatal ISO administration. In addition, the early onset of puberty indicates that the adrenergic

stimulation could modify the synchronization of the hypothalamus-hipophysis-ovary axis.



1. INTRODUCCION.

El ovario es el organo encargado de liberar, durante cada ciclo menstrual, un ovocito
completamente capacitado para ser fecundado (funcion gametogénica), y ademas participa en la
preparacion de los 6rganos reproductores para el desarrollo del embarazo, mediante la produccion
de hormonas esteroidales (funcion endocrina) (1).

En cuanto a la anatomia, el ovario consta de una zona externa, la corteza, y una zona interna, la
médula. La corteza estd cubierta de un mesotelio especializado llamado epitelio superficial,
contiene una capa externa de tejido conectivo, la tinica albuginea, y una zona interna que
contiene los foliculos. Los foliculos que no empiezan su desarrollo se ubican en una zona
avascular. En cambio los foliculos que maduran, los atrésicos y los cuerpos luteos se ubican en el
limite entre corteza y médula, que es una zona ampliamente vascularizada (2).

La unidad funcional del ovario es el foliculo, el que estd compuesto por células granulosas que
rodean al ovocito, y mas externamente por c€lulas de la teca, ambos tipos celulares (granulosa y
teca) estdn separados por la membrana basal (1). Debido a la similitud del desarrollo folicular de
la rata con el desarrollo folicular del humano, el primero ha sido usado ampliamente para
estudios de desarrollo de la funcion reproductiva. Una de las diferencias entre ambas especies es
que el desarrollo folicular en la rata se inicia en el periodo posnatal (3), mientras que en el
humano se inicia en el periodo prenatal (4). En la rata el ensamblaje folicular, proceso en el que
el ovocito se rodea de una capa de células granulosas de forma plana, ocurre en el primer dia de
vida, en este estado se le conoce al foliculo como primordial (Figura N°I). En el siguiente
estadio la monocapa de células granulosas adopta forma cuboidal y bajo estas caracteristicas
recibe el nombre de foliculo primordial. Posteriormente, debido a la proliferacion de las células

granulosas, va aumentando el nimero de capas de granulosas que rodean al ovocito, cuando el



numero de capas es dos o mas, el foliculo recibe el nombre de secundario (5). Aproximadamente,
el dia 8 el foliculo pasa por un proceso de diferenciacion que consiste en la adopcion del receptor
de FSH (6;7), lo que marca el inicio del control endocrino. La proliferacion de las células del
foliculo sufre un receso cuando adopta una cavidad denominada antral. Posteriormente contintia
la proliferacion de sus células, formandose foliculos antrales grandes o foliculos de Graaf que

ovulan en respuesta a un aumento en forma de pico en los niveles de hormona luteinizante (5).

Foliculo
Preovulatorio Cuerpo Luteo

primario secundario

primordial
/‘\
.I
@®—®
células células proliferacion
granulosas granulosas celular, Formacion
aplanadas cuboidales adquisicion de |a cavidad Ovulacién

del FSHR antral

Figura N° 1: Diagrama del desarrollo Folicular en la rata. Imagen modificada de (5).



La funcion ovarica es regulada por el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario de forma endocrina. El
hipotalamo libera pulsos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), lo que regula la
liberacion por parte de la hipofisis de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante
(LH). Estas gonadotropinas, por su parte, actiian sobre el ovario regulando el desarrollo folicular,
esteroidogénesis y ovulacion entre otros. Finalmente los esteroides secretados por el ovario
regulan por retroalimentacion la liberacion de GnRH, a nivel del hipotdlamo, y gonadotropinas a
nivel hipofisiario (2).

Ultimamente se ha descrito que el ovario presenta un componente regulador distinto al endocrino,
se trata de un componente nervioso. El uso del trazado viral transneuronal (8) permitié confirmar
la existencia de una via nerviosa que nace en el hipotdlamo, pasa por el ganglio celiaco y
finalmente llega al ovario mediante el nervio ovarico superior (SON). Se sabe, ademas, que el
ovario recibe inervacion simpatica y sensorial. La inervacion simpdtica esta representada por
fibras catecolaminérgicas y que contienen neuropéptido Y (NPY) (9). La inervacion sensorial
consiste en nervios que contienen sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (10). Fibras que contienen el péptido vasoactivo intestinal son tanto simpaticas como
sensoriales. Estas fibras nerviosas llegan al ovario por dos vias: el plexo nervioso ovarico (OPN)
y el SON (11). Mientras que las fibras nerviosas del OPN se distribuyen alrededor de la
vasculatura del ovario, el SON llega a los compartimentos secretores, es decir, a células
intersticiales, a la teca y al cuerpo luteo. La inervacion simpatica del ovario participa en la
foliculogénesis (12) y en la esteroidogénesis (13). La regulacion nerviosa del ovario quedd en
evidencia en el trabajo de Aguado et al (13). La denervacion del SON produjo una disminucion
en la secrecion de esteroides aun en presencia de gonadotropinas. Otras investigaciones han

demostrado que la activacion simpatica, especificamente la activacion de los receptores 3



adrenérgicos del subtipo B,, aumenta la secrecion de esteroides en presencia de gonadotropinas
(14).

Una de las patologias ovaricas que afectan la funcion reproductiva de la mujer es el sindrome de
ovario poliquistico (PCOS) (15). Esta enfermedad es responsable de un alto porcentaje de la
infertilidad anovulatoria y ademads estd asociada a hipertension y diabetes mellitus tipo II. Los
criterios para diagnosticar la enfermedad fueron establecidos en el congreso de Rotterdam (16).
Deben presentarse al menos dos de las tres manifestaciones que se mencionan a continuacion: 1)
hiperandrogenismo bioquimico o clinico, ii) amenorrea y iii) presencia de quistes. La etiologia de
esta enfermedad es desconocida. Se cree que una de las causas de la enfermedad se debe a fallas
en el control endocrino del ovario, sin embargo esto no es consistente con los niveles de las
hormonas FSH y LH que se presentan durante la enfermedad (17).

El PCO es una enfermedad que no se da de forma espontanea en animales de laboratorio, como lo
es la rata. Sin embargo, Brawer et al (18) disefiaron un modelo de PCO en ratas al inyectar una
dosis tnica de 10mg/kg de valerato de estradiol (EV) por via subcutinea. A los 60 dias
postinyeccion se observé presencia de quistes en el ovario. Luego Lara et al. (19) descubrieron
que en este modelo se producia una activacion simpatica de los nervios que llegan al ovario. Esta
activacion se evidencia por una capacidad aumentada por parte de los terminales nerviosos de
incorporar y liberar NA, un aumento en el contenido ovarico de NA y una disminucion del
numero de receptores beta-adrenérgicos en los compartimentos del ovario que reciben inervacion
catecolaminérgica. Reforzando la idea de un componente nervioso en la etiologia del PCO, se
observd que la estimulacion conjunta con un agonista beta-adrenérgico, ISO, y gonadotropina
coridonica humana en ratas previamente inyectadas con EV presentan una secrecion aumentada de

esteroides (20). Esta hipersecrecidn se revierte si se desnerva el ovario a nivel del SON; ademas
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se reduce el contenido de NA ovarica y, lo mas importante, se restaura la ciclicidad estral y la
capacidad ovulatoria (20).

Es probable que el PCOS tenga su origen en etapas tempranas del desarrollo debido a la
exposicion del neonato a sustancias exogenas que pueden alterar o programar la funcion del
ovario de manera permanente. Respecto a la programacion neonatal, recientemente Sotomayor et
al (21), demostraron que la exposicion neonatal a una dosis Unica de valerato de estradiol produce
pubertad adelantada, y en la adultez, aciclicidad estral, presencia de quistes foliculares,
disminucioén en el nimero de foliculos sanos y aumento de los foliculos atrésicos, todo esto
acompafiado de un aumento inicial de NGF y un incremento de la NA ovdrica a los 2 meses de
edad.

Para comprobar que la activacion de los nervios simpaticos es un componente importante en el
desarrollo de PCO, el siguiente paso seria activar directamente los nervios simpaticos para
descartar un efecto directo del estradiol como factor etioldégico. Dado que la maduracion de los
nervios, es decir, la edad en que se desarrolla la capacidad de almacenar y liberar
neurotransmisores, se alcanza en el periodo peripuberal (22), el cambiar el patrén de descarga
neuronal, especificamente adelantarlo, administrando un agonista beta adrenérgico en el periodo
neonatal, se puede programar la funcidon reproductiva ovarica. Mayerhofer et al (23) realizaron
estudios in vitro en donde estimularon ovarios de ratas neonatas de 2 dias de vida con ISO y
péptido vasoactivo intestinal (VIP) observando que los ovarios expresaban el mRNA del receptor
de FSH y P450 aromatasa al cabo de 8 horas de estimulacion. Los ovarios luego de ser incubados
con ISO durante 8§ horas, fueron incubados con FSH durante otras 12 horas y se vio un aumento
en la liberacion de cAMP medido en el medio de cultivo. Ademas los ovarios de 2 dias expuestos
a VIP por 8 horas y posteriormente cultivados con FSH por otras 24 horas mostraron un mayor

numero de foliculos con tres o mas capas de células granulosas en comparacion con los ovarios
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que no fueron pretratados con VIP. Estos resultados abren la senda para entender lo que podria
suceder en un modelo in vivo.

Frente a estos antecedentes se plantea la hipotesis:

1.1. Hipdtesis:

La activacion de los receptores beta adrenérgicos del ovario mediante la administracion de 1SO,
en el periodo neonatal produce trastornos de la funcion reproductiva del ovario que permanecen

hasta la etapa adulta.

1.2. Objetivo principal:

Observar y medir los cambios en la funcion reproductiva ovérica por efectos de la administracion

neonatal de ISO.

1.3. Objetivos secundarios:

Periodo neonatal:

- Medir cambios en la expresion del receptor de FSH por efecto del tratamiento con ISO.
Periodo peripuberal:

- Observar cambios en el inicio de la pubertad y la ciclicidad estral.
Etapa adulta:

- Medir esteroides séricos: androstenediona (A4), estradiol (E,) y Progesterona (P)

- Medir el contenido de catecolaminas totales en la médula adrenal y NA en el ganglio

celiaco.

- Medir contenido de NA y NGF en el ovario.

12



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley neonatas del bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Se considero el dia de nacimiento
como el dia 0 de vida, el dia de nacimiento de las ratas. El destete de los animales se produjo el
dia 21 de vida; posterior a éste dia, a las ratas se les dio acceso libre a pellet y agua.

Durante todo momento, los animales fueron mantenidos con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas

y a una temperatura de 20°C.

2.2. Tratamiento

El tratamiento consistié en una inyeccion subcutdnea de ISO, un agonista [ adrenérgico, en dosis
capaces de producir hipertrofia cardiaca (24), lo que permitird confirmar la efectividad del
tratamiento. El firmaco se diluy6 en una solucion fisioloégica que contenia acido ascorbico al
0,1% para evitar su degradacion. La administracion de este farmaco tuvo por objeto remedar una
activacion de los nervios simpaticos. Los animales se separaron en dos grandes grupos
experimentales. En el primer grupo, con el fin de estudiar cambios en la expresion génica del
receptor de FSH (FSHR), se inyectd ISO en una dosis diaria de 125ug/kg de peso durante los
primeros 5 dias de vida. Los animales se sacrificaron a distintos tiempos, al cumplir 5 dias de
vida y al cumplir 8 dias de vida. Disefiamos este protocolo ya que, segin lo descrito en la
bibliografia, el FSHR se expresa en las células de la granulosa a los 8 dias de vida en la rata.
Dado que estudios de incubacién en ovarios de 2 dias por 8 hrs. producen un aumento en la
expresion del FSHR (23), esperabamos ver un adelantamiento en la expresion del receptor por

efecto del tratamiento, y nos parecié probable encontrar desde el 5° dia de vida de animal la
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expresion del receptor. En el segundo grupo de animales se estudio los efectos del tratamiento en
la etapa adulta, para ello se realizaron 3 tratamientos con concentraciones crecientes de ISO: 1) se
inyectd ISO en una dosis diaria de 125 pg/kg de peso (1X) durante los primeros 5 dias de vida. i1)
se inyectd ISO en una dosis diaria de 1,25mg/kg de peso (10X) durante los primeros 5 dias de
vida, y 1ii) se inyecté una megadosis Unica de ISO de 125mg/kg de peso (1000X) el primer dia de
vida (Figura N°2). En todos estos grupos experimentales se esperd que los animales cumplieran 2
meses de vida, momento en que se sacrificaron y se colectaron los tejidos para los ensayos
pertinentes. Los animales controles fueron inyectados de la misma forma con acido ascorbico al

0,1% en suero fisiologico y sacrificados a los mismos tiempos que los animales tratados.
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" 125ugikg/idia (1X) Para andlisis
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| CHy
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3

H

Inyeccion subcuténea
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125ug/kg/dia (1X)

Figura N° 2: Diagrama de los tratamientos. En A se muestra el tratamiento para ver los efectos de
la estimulacion adrenérgica neonatal cuando adultas y en B se muestra el tratamiento para
estudiar los efectos de la estimulacion adrenérgica neonatal sobre la expresion del FSHR.
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2.3. Apertura Vaginal y ciclicidad estral

Durante el desarrollo se realizé un control diario del peso corporal, y se controld el ciclo estral a
partir del dia en que se produjo la apertura vaginal, la que ocurri6 cerca del dia 30 de edad. El
ciclo estral se controld mediante frotis vaginales. Cada etapa del ciclo estral se caracterizo por la

presencia de distintos tipos celulares, tales como células epiteliales, escamosas y leucocitos.

2.4. Homogenizacion de las muestras de ovario.

La mitad de un ovario fue homogenizado manualmente en un homogenizador vidrio-vidrio, en 4
volumenes de DPBS por peso de ovario, es decir 4 pul de DPBS por cada miligramo de ovario
(DPBS contiene KCI 2,68 mM, NaCl 136,89 mM, KH,PO4 1,47 mM, Na,HPO,4 8,1 mM, CaCl,
0,9 mM, MgCl, 0,49 mM). % del homogenizado se utiliz6 para la cuantificacion de NGF y las %
partes restantes se destinaron a la cuantificacion de NA. El homogenizado destinado a la
cuantificacion de NGF se diluy6 en una razén 1:10 con DPBS, se centrifug6 a 10.000 rpm a 4°C
durante 15 minutos, se colectd el sobrenadante y se conservo a -80°C hasta el dia del ensayo. Por
otro lado, el homogenizado en el que se cuantifico la NA ovérica se diluyé con HCIO4 0,25N en
una razén 1:5 para precipitar las proteinas. Luego se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos a
4°C, se colecto el sobrenadante el cual fue conservado a -80°C hasta el dia del ensayo para evitar

la oxidacion de la NA.

2.5. Cuantificacion de NGF ovarico.

Se realiz6 un inmunoensayo enzimatico (EIA) para cuantificar NGF en la fraccion soluble del
homogenizado de ovario de rata. Se utiliz6 el Kit NGF E,,x de Promega, que es un sistema que
detecta NGF mediante una reacciéon inmunologica de tipo sandwich. Los pocillos de la placa son

cubiertos con un anticuerpo policlonal contra NGF, posteriormente se le une un anticuerpo
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monoclonal contra NGF (por esta razén se le denomina sandwich), este ultimo anticuerpo es

reconocido en su fraccidon constante por un conjugado que contiene una enzima que cataliza una

reaccion colorimétrica. La cantidad de NGF es por lo tanto proporcional a la intensidad de color.

El método es bastante sensible, puede detectar hasta un minimo de 7,8 pg/ml de NGF, y en

cuanto a su especificidad, ocurre menos de un 3% de reacciones cruzadas con otros factores

neurotréficos a una concentracion de 10 ng/ml.

El protocolo es el que sigue:

L.

11.

1il.

Se preparo6 el anticuerpo policlonal (Anti-NGF pAb) que va a cubrir los pocillos de la
placa, diluyéndolo mil veces en buffer carbonato (25 mM NaHCOs3, 25 mM Na,COs;, pH
9,7). Se agregd 100 ul a cada pocillo y se incubo6 la placa durante toda la noche 4°C. Al
dia siguiente se lavd una vez con buffer de lavado (TBST) (20 mM Tris-HCI (pH 7.,6),
150 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween® 20).

Se agregd 200 ul de buffer Block & Sample 1X para bloquear la union no especifica. Se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente sin agitacion. Cumplido el lapso de 1 hora se
lavd una vez con TBST

Se prepar6 una curva estandar de NGF realizando 6 diluciones seriadas 1:2 a partir de una
concentracion de 250 pg/ml de NGF (se diluyd con buffer Block & Sample 1X), también
se prepar6 un blanco que contenia solo Block & Sample 1X. Puesto que el ovario tiene un
alto contenido de NGF, las muestras también fueron diluidas para que cayeran dentro del
rango de la curva (1:8000, 1:16000 y 1:32000). Cada pocillo contenia 100 ul de estandar
o muestra. Se incubd la placa durante 6 horas a temperatura ambiente y con agitacion

(500 rpm). Cumplido el tiempo se lavo 5 veces con TBST.
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iv. A continuacion se preparo el segundo anticuerpo (Anti-NGF mAb) diluyendo 2,5 pl de
anticuerpo en 10 ml de buffer Block & Sample 1X. Se agreg6 100 pul a cada pocillo y se
incubo durante toda la noche sin agitar a 4°C. Al dia siguiente se lavo con TBST 5 veces.

v. Se prepar6 el conjugado Anti-IgG de rata, HRP diluyendo 100 pl en 9,9 ml de buffer
Block & Sample 1X. se agregd 100ul por pocillo y se incubo con agitacion por 2,5 horas
a temperatura ambiente. Terminado el plazo se lavo con TBST 5 veces.

vi. Se agregd 100 pl de solucion TMB One a cada pocillo. Se incubd con agitacion por un
tiempo de 10 minutos a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccion adicionando 100ul
de HCI IN y se midi6 la absorbancia en un lector de placas de ELISA a una longitud de
onda de 450 nm. La medicion debe ser realizada no mas alla de 30 minutos una vez

detenida la reaccion.

2.6. Cuantificacion de Noradrenalina ovarica.

Se cuantifico el contenido de NA en el sobrenadante del homogenizado de ovario obtenido segiin
lo descrito previamente. La cuantificacion se realizéo mediante la técnica de cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) acoplada a un detector electroquimico. Una alicuota de 50 ul de
sobrenadante fue mezclada con 50 ul de acido perclorico (PCA) 0,2 N y fueron filtrados con un
filtro desechable con poros de 0,2 um de diametro. 20 ul del filtrado fueron inyectados al sistema
de HPLC Waters equipado con una columna de fase reversa C18 y un detector electroquimico
Waters 464. La fase moévil contenia 0,1 M NaH,POy, 0,42 mM de octil-sulfato, 0,02% EDTA y
1% acetonitrilo, pH 2,5. La velocidad del flujo fue de Iml/minuto. El potencial del detector
amperométrico se fijo en 0,7 V. Bajo estas condiciones el tiempo de retencion para la NA fue de

7,5 minutos.
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2.7. Homogenizacion de ganglio celiaco y cuantificacion de NA.

El ganglio celiaco fue homogenizado en 1 ml de PCA 0,2 N en un homogenizador vidrio-vidrio
con motor a maxima velocidad, luego se centrifugo el homogenizado a 12000 rpm por 15
minutos a 4°C. El sobrenadante fue filtrado con un filtro desechable con poros de 0,2 pm de
diametro. 20 pul de dicho filtrado fueron diluidos con 4 volimenes PCA 0,2 N. Finalmente 20 pl
de este filtrado diluido fueron inyectados al sistema de HPLC Waters bajo las condiciones

mencionadas anteriormente.

2.8. Cuantificacion de catecolaminas adrenales.

Las catecolaminas adrenales fueron cuantificadas por el método de Von Euler y Hamberg, el que
se basa en la oxidacion de adrenalina y NA a adrenocromo y noradrenocromo, las que absorben
luz de 540 nm de longitud de onda. Las dos glandulas adrenales fueron pesadas y homogenizadas
en 1 ml de PCA 0,2N con un homogenizador vidrio-vidrio (esta operacion se realiza en hielo para
evitar la degradacion de catecolaminas). Luego se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Se colectd el sobrenadante y se diluyd en H,O hasta completar un volumen de 4 ml. Se
agregd una solucion de I/I" (que oxida las catecolaminas) en tampdn acetato 1 M, y luego se

detuvo la reaccion con NayS,05 0,05 N. Finalmente se midid la absorbancia a 540nm.

2.9. Cuantificacion de hormonas esteroidales.

Luego de que las ratas fueran eutanasiadas por decapitacion, se colectd la sangre troncal. Se
separ6 el suero de aquella sangre para cuantificar las hormonas esteroidales (androstenediona,
estradiol y progesterona) por inmunoensayo enzimdtico. Se utiliz6 un kit comercial para la
medicidn, siguiendo las indicaciones del fabricante (ALPCO diagnostics). El ensayo consiste en

un EIA de competencia. El antigeno presente en las muestras y estandares compite con el
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antigeno unido a la enzima (conjugado) por los sitios de union del anticuerpo presente en los
pocillos. Luego de una serie de lavados, para remover especies unidas de manera no especifica,
se agrega sustrato a la enzima para que se produzca color. La absorbancia en este caso es
inversamente proporcional a la cantidad de antigeno presente. Brevemente describiré solamente
el protocolo para medir androstenediona ya que los protocolos para medir los otros dos esteroides
son muy similares:

- seagrega 25 ul de Standard o muestra a los pocillos recubiertos con anticuerpo policlonal
de conejo anti-androstenediona.

- Se agrega 100 pl de conjugado, que es androstenediona unida a peroxidasa de rabano, a
cada posillo.

- Se incuba por 1 hora a temperatura ambiente en un agitador de placas a aproximadamente
200 rpm.

- Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado y luego se secan golpeandolos
bruscamente sobre papel absorbente para asegurarse que estén secos. El lavado
generalmente es la etapa clave de este procedimiento.

- Se agrega 150 pul de sustrato en cada pocillo y se incuba entre 10 y 15 minutos a
temperatura ambiente.

- Se agregan 50 pul de acido sulfurico 1 M para detener la reaccion y se leen las placas en un

lector de placas de ELISA a 450 nm.

2.10. Determinacion de los niveles de mMRNA del FSHR mediante Real time PCR.

Los mensajeros que codifican para el receptor de FSH fueron cuantificados por Real time PCR en
ovarios de ratas neonatas. Se extrajo RNA total segun el método de Chomczynski y Sacchi (25).

Sug del RNA total se transcribieron de forma reversa a 42°C usando una mezcla que contenia
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1,6mM dNTP, 10mM DTT, 176nM random primers, 40U de RNAse OUT, first strand Buffer 1X
y 200U de Super Script™ II en un volumen total de 20ul. la trascripcion se detuvo calentando a
75°C por 10 minutos. Para cuantificar el mRNA del FSHR se prepar6 un mix de PCR que
contenia 12,5ul de 2X Brilliant platinum SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagen), 0,25ul de
cada partidor, 10ul de H,O nanopura y 2ul de ¢cDNA. El protocolo de amplificacion fue el que
sigue: Activacion de la polimerasa a 95°C por 10 minutos, ciclos de amplificacion y
cuantificacion a 60°C por 15 segundos y 72°C por 20 segundos respectivamente. La
fluorescencia, que refleja la cantidad de producto formado, fue medida al final de cada paso de
elongacion, después de realizar una curva de desnaturalizacion para determinar los puntos de
desnaturalizaciéon de los productos formados. Luego se calculdo la cantidad de mensajero
determinando los ciclos umbrales (Ct), es decir, el ciclo en que la formacion de producto se torna
lineal dentro de la fase exponencial, o el ciclo en que la fluorescencia emitida alcanza un valor
umbral, que equivale a 10 veces la desviacion estandar de la linea base. Los Ct obtenidos se
compararon con los Ct de una curva estandar, disefiada con diluciones seriadas del mRNA de un
tejido control cuya concentracion era conocida.

Los partidores usados para amplificar el mRNA correspondiente al FSHR de rata fueron
publicados por Romero et al (26): forward 5-CAT-CAC-TGT-GTC-CAA-GGC-CA-3',
correspondiente a los nucledtidos 1800-1819 del mRNA del FSHR de rata, y reverse 5'-TGC-
GGA-AGT-TCT-TGG-TGA-AAA-3', correspondiente a los nucleotidos 1880-1900 del mRNA
del FSHR de rata. Para normalizar las cantidades de mensajero del FSHR se midio el mRNA de
la subunidad ribosomal 18S. Los partidores utilizados fueron: forward 5’-TCA AGA ACG AAA
GTC GGA GG-3" y reverse 5'-GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA-3" (26). La amplificacion

del mensajero de 18S fue llevada a cabo en un tubo separado para evitar interferencias en la
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amplificacion. En los controles negativos se reemplazd el ¢cDNA por H,O nanopura, en la

reaccion de PCR.

2.11. Andlisis Estadistico.

Los resultados se expresaron como el promedio + error estandar. Para determinar diferencias
significativas entre distintos grupos se realizd6 un andlisis de varianza en un sélo sentido

(ANOVA) seguido de un test de Newman-Keuls post-hoc.
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3. RESULTADOS

Los resultados seran expuestos siguiendo un orden temporal: 1) etapa neonatal, 2) etapa

peripuberal y 3) etapa adulta. Los estudios en la etapa peripuberal hacen referencia a aquellos

resultados obtenidos entre el momento en que la rata inicio la pubertad y cuando ocurrio la

eutanasia.

3.1.ETAPA NEONATAL

3.1.1. Efecto de la exposicién neonatal a ISO sobre la expresion del receptor de FSH.

Se midio el mensajero del receptor de FSH, para ver si se producen cambios en la expresion de

dicho receptor a causa de la estimulacion B adrenérgica durante los primeros 5 dias de vida con

ISO en una dosis de 125 pg/Kg de peso. En la figura N° 3 se aprecia que la cantidad de mensajero

disminuye a los 8 y 5 dias en las ratas tratadas respecto a sus controles.
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Figura N° 3: Efecto de la
exposicion neonatal con
ISO sobre la expresion del
mRNA del FSHR en ratas
neonatas de 5 y 8 dias de
vida.

La dosis de ISO utilizada
fue de 125pg/Kg de peso.
Los resultados estan
expresados como el
promedio = el error estandar
de 4 experimentos por cada
grupo experimental.



Los cambios en los 8 dias no son significativos debido a la dispersion. Tampoco hay significancia
a los 5 dias entre el grupo control y las ratas tratadas. Este experimento solo fue realizado en el
grupo 1X, dado que la obtencion de las muestras requeria de un nimero considerable de ratas

(cerca de 96 animales en total).

3.2.ETAPA PERIPUBERAL.

3.2.1. Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre la pubertad y ciclicidad estral.

El inicio de la pubertad se puede determinar conociendo el dia en que ocurre la apertura del canal
vaginal. En la figura N° 4 se observa que la pubertad solo se adelanté de manera significativa en
las ratas que fueron expuestas neonatalmente a ISO 1000X. En estas ratas se produjo la apertura
vaginal a los 31,1 dias, en promedio, mientras que en el grupo control la apertura se produjo en
promedio el dia 33,7. En el grupo ISO 1X la apertura vaginal ocurri6 a los 34,3 dias y en el grupo

ISO 10X la apertura fue a los 35,2 dias.
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Figura N° 3 : Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el inicio de la pubertad. En la figura A
se muestra el porcentaje de ratas que presentan apertura vaginal de acuerdo a los dias de edad. En
la figura B se muestra el dia promedio en que se produjo la apertura vaginal. Los resultados en B
estan expresados como el promedio + el error estandar. El numero de muestras por grupo fue:
control,n=6; ISO 1X,n=7; ISO 10X,n=6; ISO 1000X,n=7. ** = P<0,01 v/s control
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En la figura N° 5 se muestran los ciclos estrales de los distintos grupos experimentales.
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Figura N° 4: Efecto de la exposicion neonatal con ISO sobre la ciclicidad estral en los distintos
grupos experimentales desde que ocurrid la apertura vaginal hasta el fin del segundo mes de vida.
P = proestro, E = estro y D = diestro.
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La actividad ciclica reproductiva no se afectd notablemente por el tratamiento. Todas las ratas
tratadas neonatalmente con ISO en distintas dosis ciclaron de forma regular cuando adultas, lo

que queda en evidencia en la figura N° 6.
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Figura N° 5 : Efecto de la exposicion neonatal con ISO sobre el porcentaje de dias de
permanencia en cada etapa del ciclo estral. Los resultados estan expresados como el promedio +
el error estandar. El nimero de mediciones para cada grupo es: control n=6; ISO 1X n=7; ISO
10X n=5; ISO 1000X n=7.

En esta figura se muestra el porcentaje de permanencia de cada etapa del ciclo estral en los
distintos grupos desde el momento en que se inicié la pubertad hasta el momento de ser
sacrificadas, lo que ocurri6 en un lapso cercano a los 30 dias. Durante todo este periodo no se
observan cambios significativos en el porcentaje de permanencia en las distintas etapas del ciclo
en todos los animales tratados respecto al control. Se puede observar que las ratas permanecen
25% tanto en proestro como en estro y el 50% restante permanece en diestro. Esto tiene sentido si

consideramos que el proestro dura entre 12 y 14 horas, el estro dura entre 25 y 27 horas y el

diestro entre 55 y 57 horas (27).
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Sin embargo, si realizamos un andlisis mas minucioso dividiendo el periodo durante el cual se
superviso el ciclo estral en dos periodos de igual duracion (aproximadamente dos semanas),
como se observa en la figura N° 7, y se analiza el nimero de ciclos regulares, que se define como
el paso de proestro a estro y posteriormente a diestro, se pueden apreciar cambios entre los
grupos tratados y el grupo control. Durante las semanas 1 y 2 (figura 7A) se observa una
disminucién en el nimero de ciclos regulares casi de una manera dosis dependiente, mientras que

en las semanas 3 y 4 (figura 7B) los ciclos se hacen mas regulares.
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Figura N° 6: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre la cantidad de ciclos estrales regulares.
Durante las semanas 1 y 2 después del inicio de la pubertad (A), y durante las semanas 3 y 4
después del inicio de la pubertad (B). Los resultados estin expresados como el promedio =+ el
error estandar de al menos 5 mediciones. * = P<0.05 v/s control.

El porcentaje de ovulacion se define como la cantidad de transiciones de proestro a estro respecto
al ntimero total de veces que la rata estuvo en proestro. El porcentaje de ovulacion se vio
disminuido significativamente (figura N° 8) en todos los grupos tratados con ISO en el periodo

neonatal (P<0.05).
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Figura N° 7: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el porcentaje de ovulacién. Los
resultados estan expresados como el promedio + el error estandar. El nimero de muestras por

grupo fue: control, n=6; ISO1 X, n=7; ISO 10X,n=5; ISO 1000X,n=7.* = P<0,05 v/s control.

3.2.2. Efecto de la exposicién neonatal a 1ISO sobre el peso corporal.

En la figura N° 9 se observa que el tratamiento con ISO modifico el peso corporal de las ratas

solo en la dosis mas alta, ISO 1000X, en donde se aprecia una disminucion significativa de los

pesos corporales respecto al grupo control.
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Figura N° 8: Efecto de la
exposicion neonatal a ISO
sobre el peso corporal de
las ratas durante el
segundo mes de vida.

Los  resultados  estan
expresados en gramos Yy
corresponden al promedio
+ el error estandar. El
numero de muestras por
grupo fue: control, n=6;
ISO 1X, n=7; ISO 10X,
n=5; ISO 1000X, n=7. * =
P< 0,05y ** =P<0,01.



3.3. ETAPA ADULTA

3.3.1. Efecto de la exposicion neonatal a I1SO sobre los pesos de los corazones.

Dado que el ISO en las dosis utilizadas produce hipertrofia cardiaca (24), es una buena forma de
controlar la efectividad del tratamiento. Por lo tanto para asegurarnos que el tratamiento con ISO
fue efectivo, se pesaron los corazones de los animales. En la figura N° 10 se presentan los pesos
relativos de los corazones de ratas de 2 meses, expresados como mg de tejido cardiaco / g de peso
corporal. Los pesos de los corazones aumentaron de manera significativa respecto al control en
los grupos ISO 1X (p<0.05) e ISO 1000X (p<0.01). Si bien el grupo ISO 10X no presenta un

aumento significativo en el peso del corazon, muestra una tendencia al alza.
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Figura N° 9 : Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el peso del corazon. En el grafico se
muestran los pesos relativos de los corazones en los distintos grupos experimentales. Los
resultados estdn expresados como el promedio + el error estaindar. El numero de muestras por
grupo fue: control,n=6; ISO 1X,n=7; ISO 10X,n=5; ISO 1000X, n=7. * = P<0.,5 v/s control, ** =
P<0,01 v/s control.
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3.3.2. Efecto de la exposicion neonatal a 1SO sobre el peso de los ovarios.

En la figura N° 11 se observa que la exposicion neonatal a ISO en las distintas dosis no fue capaz
de modificar de manera significativa el peso relativo del ovario cuando adulta, respecto al

control.
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Figura N° 10: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el peso relativo del ovario. Los
resultados estan expresados como el promedio + el error estandar. El nimero de muestras por
grupo fue: control,n=6; ISO 1X,n=7; ISO 10X,n=5; ISO 1000X, n=7.
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3.3.3. Efecto de la exposicion neonatal a 1SO sobre el contenido de catecolaminas

adrenales.

Como se observa en la figura N° 12, la exposiciéon neonatal a ISO durante el periodo neonatal
provocd una disminucion en el contenido relativo de catecolaminas adrenales en la etapa adulta
respecto al grupo control. Esta disminucion fue significativa para los grupos ISO 10X (P<0,05) e
ISO 1000X (P<0,01). El grupo ISO 1X presentd solo una tendencia a disminuir respecto al

control.
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Figura N° 11: Efecto de la exposicion neonatal con ISO sobre el contenido de las catecolaminas
totales en la glandula adrenal. Los resultados estan expresados como el promedio =+ el error
estandar de 5 mediciones. * = P<0,05 v/s control, ** = P<0,01 v/s control.
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3.3.4. Efecto de la exposicion neonatal a 1SO sobre el contenido de NA en el ganglio
celiaco.

Como se observa en la figura N° 13, los niveles de NA en el ganglio celiaco de las ratas tratadas

con ISO no experimentaron cambios significativos en ninguna de las dosis respecto al control.

Cabe mencionar que el grupo ISO 10X mostr6 una tendencia al aumento de un 33.5% respecto al

control.
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Figura N° 12: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el contenido de NA en el ganglio
celiaco. Los resultados estin expresados como el promedio + el error estindar de cuatro
experimentos distintos por grupo.
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3.3.5. Efecto de la exposicion neonatal a 1SO sobre el contenido de NGF ovarico.

Como se observa en la figura N° 14, el contenido de NGF medido en el homogenizado de ovario
aumento significativamente respecto al grupo control en los grupos ISO 1X e ISO 1000X
(P<0,01 y P<0,05, respectivamente). En el grupo ISO 1X aument6 el contenido de NGF ovérico
en un 45.8%, mientras que en el grupo ISO 1000X el aumento fue de un 34.9%. El grupo ISO

10X no presentd cambios significativos respecto al control.
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Figura N° 13: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el contenido de NGF ovarico expresado
en nanogramos y normalizado por el peso del ovario en miligramos. Los resultados estan
expresados como el promedio + el error estandar de 5 mediciones para cada grupo experimental.
* = P<0,05 v/s control, ** = P<0,01 v/s control.
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3.3.6. Efecto de la exposicidén neonatal a ISO sobre el contenido ovarico de NA.

Como se observa en la figura N° 15, la exposicion neonatal a ISO 1000X produjo una
disminucién significativa del contenido de NA ovérica en la etapa adulta respecto al control
(P<0.01). Las dosis ISO 1X e ISO10X no cambiaron de manera significativa en comparacion al

grupo control.
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Figura N° 14: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre el contenido de NA ovérica en los
distintos grupos experimentales. Los resultados estdn expresados como el promedio + el error
estandar de cuatro experimentos distintos por grupo. *** = P<0,001 v/s control.
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3.3.7. Efecto de la exposicidén neonatal a 1ISO sobre las hormonas esteroidales en suero.

En la figura N° 16 se observa que los niveles séricos de progesterona aumentaron
significativamente en el grupo ISO 1X respecto al control (P<0,05), en los grupos ISO 10X e ISO
1000X no se observaron cambios significativos. Los niveles de androstenediona y estradiol

séricos no cambiaron de manera significativa en las ratas tratadas respecto al control.
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Figura N° 15 : Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre los niveles séricos de hormonas
esferoidales. En A observamos la concentacion de progesterona en suero, en B concentracion de
androstenediona en suero y en C concentracion de estradiol en suero. En cada figura se muestra el
promedio + el error estandar. En los tres ensayos se realizé el mismo nimero de determinaciones,
que consistié en: control, n=6 ; ISO 1X, n=7; ISO 10X, n=5; ISO 1000X, n=7.* = P<0.05.
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La razén progesterona / estradiol, como se muestra en la figura N° 17, que da cuenta de la funcion
lutea, no cambié de manera significativa en las ratas tratadas respecto al grupo control, sin

embargo, cabe mencionar que el grupo ISO 1X muestra una tendencia al aumento.
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Figura N° 16: Efecto de la exposicion neonatal a ISO sobre la funcion lutea. Los resultados estan
expresados como el promedio =+ el error estandar. El numero de muestras por grupo fue: control,
n=6; ISO 1X, n=7; ISO 10X, n=5; ISO 1000X,n=7.
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4. DISCUSION

Existe mucha evidencia que apoya la teoria de que la inervacion simpatica que llega al ovario
podria estar involucrada en la etiologia del PCO. En investigaciones previas desarrolladas en
nuestro laboratorio se estudi6 a distintos niveles el posible rol de la inervacion simpdtica en el
desarrollo de dicha patologia. En primer lugar se estudio la participacion del EV en la activacion
de los nervios simpaticos del ovario que da lugar a la formacion de quistes (19). Para discriminar
de un efecto directo del estradiol como factor etiolégico en la formacion de quistes,
posteriormente se estudid la capacidad del estrés para activar los nervios simpaticos del ovario e
inducir la formaciéon de quistes (28). Sin embargo, el estrés involucra complejas respuestas
neuroendocrinas, por lo tanto, para poder estudiar de manera mas directa el efecto real de la
activacion de los nervios simpaticos del ovario en la formacion de quistes, administramos el
agonista beta-adrenérgico, ISO. De esta forma remedamos una activacion de los nervios
simpaticos en el ovario en el periodo neonatal para observar el efecto de este procedimiento en la

funcion reproductiva en la etapa adulta.

4.1. Efectos del tratamiento neonatal con 1SO sobre la fisiologia reproductiva.
La administraciéon de una dosis de ISO 1000X redujo el peso de las ratas respecto al control
(Figura 9). Esto puede explicarse por que la estimulacion adrenérgica promueve el aumento en
los niveles de cAMP, lo que activa a PKA lo que finalmente fosforila a HSL (lipasa sensible a
hormona), promoviéndose la lipdlisis (29).
En estudios previos, la administracion de ISO a ratas adultas provoca hipertrofia cardiaca (24). El
proposito de pesar los corazones es comprobar si la administracion neonatal de ISO produjo un

efecto en el desarrollo del corazoén que se mantenga en el tiempo y que sea similar al que se
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produce cuando la administraciéon es en adultos. Por ello al comprobar que los pesos de los
corazones de las ratas aumentaron de forma significativa (Figura 10) podemos decir que el
farmaco fue administrado de forma correcta y que el ISO administrado en el periodo neonatal
program¢ la funcidn cardiaca, produciendo una hipertrofia del corazéon que se mantuvo hasta la
vida adulta.

El tratamiento produjo un adelanto en la aparicion de la pubertad, manifestindose como un
adelanto en la apertura vaginal, tal como se aprecia en la figura 4. Segun lo descrito por la
bibliografia, el ISO es capaz de inducir la expresion del receptor de FSH y la aromatasa in Vitro
en ovarios de ratas de 2 dias de vida (23). Los ovarios expresaron los mRNA del receptor de FSH
y la aromatasa a las 8 horas de exposicion a ISO. Ademas, en este mismo experimento se
demostré que ese aumento en la expresion del mRNA del FSHR se traducia en la expresion de un
receptor funcional, puesto que se producia crecimiento folicular al administrar FSH al medio
donde se cultivo el ovario (23). Sin embargo, al medir los niveles de mRNA de FSH por PCR en
tiempo real, obtuvimos una disminucion del mensajero del gen FSHR, como se aprecia en la
figura N° 3. Segun nuestros resultados, el tratamiento con ISO produjo una disminucién no
significativa en los niveles del mRNA del FSHR. Es probable que los niveles de la proteina se
encuentren elevados atun estando bajos los niveles del mensajero, dado que no siempre existe una
correlacion entre mRNA y proteina (30;31). Seria bueno para confirmar esta teoria cuantificar los
niveles de proteina por westernblot o inmunohistoquimica. También se pudo haber medido por
PCR los niveles del mRNA de la aromatasa, dado que la expresién del FSHR induce la expresion
de la aromatasa. Otra probable explicacion es que in vivo el solo incremento en los niveles de
cAMP inducido por ISO, estimule la esteroidogénesis en el ovario inmaduro, con lo que se
adelanta el desarrollo folicular y junto con ello la pubertad. Otra posibilidad que cabe nombrar, es

que el ISO haya activado las neuronas GnRH del hipotadlamo, facilitando la descarga pulsatil de
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esta hormona. Estd demostrado que la estimulacion beta adrenérgica aumenta la descarga de
GnRH desde el hipotalamo (32). Sin embargo, para que ocurra esto el ISO debiera ser capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica, lo que es poco probable dada su alta polaridad (33).

Segun los antecedentes, la administracion de ISO en las dosis usadas es suficiente para inducir la
aparicion de quistes ovaricos en ratas adultas (34). La condicion quistica inducida por ISO no se
asemeja a la inducida por EV, en el primer caso el ovario presenta pocos quistes (no superan el
20% de la poblacion folicular) y ademas hay presencia de cuerpos luteos (34), mientras que en el
caso del EV presenta mayor cantidad de quistes y no hay cuerpos luteos (18), lo que reduce
considerablemente el peso del ovario, dado que los cuerpos luteos son los que contribuyen en
mayor medida al peso. Segin nuestros resultados los ovarios de las ratas tratadas neonatalmente
con ISO presentaban pesos similares a los ovarios del grupo control (figura 11), lo que se explica
porque el ovario, a pesar de que presentd una actividad ciclica irregular, siguié ovulando. Esto se
aprecia en el porcentaje de ovulacion que se muestra en la figura 8, las ratas controles presentaron
un porcentaje de ovulacion de un 100%, las ratas tratadas disminuyeron el porcentaje de
ovulacién, pero no dejaron de ovular (el porcentaje no fue menor de un 60%). La ovulacion se
confirm6 con la presencia de cuerpos liteos en la histologia (datos no publicados) y con la
cuantificacion de progesterona en el suero de las ratas (figura 16). Es probable que no se hayan
generado quistes, puesto que el periodo en que se estimuld a las ratas no fue el adecuado, es
decir, no es la ventana adecuada para producir cambios permanentes sobre el desarrollo folicular.
La formacién de quistes es un proceso secuencial en el que en primer lugar se desarrollan
estructuras prequisticas por efecto del aumento en NGF, y posteriormente estos foliculos
prequisticos se transforman en quistes por efecto de la NA aumentada. Esta suposicion encuentra
apoyo en los experimentos en donde se inyectan células sobreproductoras de NGF y aumenta el

numero de estructuras prequisticas, sin cambios en el numero de quistes (35). La inyeccion de
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ISO produce un aumento en el nimero de quistes, pero no cambia significativamente el nimero
de estructuras prequisticas (36). Otro antecedente es que la inyeccion de EV en ratas neonatas
produce un aumento de NGF casi inmediato (36 horas luego de la administracion de EV), y en la
etapa adulta estas ratas presentan un aumento significativo en el contenido de NA en el ovario de
la mano de un aumento en el nimero de quistes (21). Es probable que en el presente modelo no
existiera esa poblacion de foliculos prequisticos si suponemos que el NGF se encuentra bajo en
las etapas tempranas, y por lo tanto el ISO no pudo producir los quistes.

Los resultados de esta memoria muestran que no hubo cambios en los niveles de esteroides
plasmaticos en la etapa adulta de las ratas tratadas en el periodo neonatal con ISO (figura N° 16),
la progesterona en las ratas tratadas estd en niveles similares a las del grupo control. La
androstenediona y el estradiol también se encuentran en niveles normales. Segin lo descrito por
la literatura el ISO es capaz de inducir la esteroidogénesis. Al cultivar el ovario en ISO durante 4
dias éste es capaz de secretar progesterona en cantidades similares a las que se obtienen tras
estimular con hormona luteinizante (37). Esto se debe a que la estimulacion beta adrenérgica
aumenta los niveles de cAMP de igual modo que las gonadotropinas. Al parecer la estimulacion
adrenérgica en el periodo neonatal no produjo cambios que perduraran en el tiempo. Hubiera
sido conveniente medir la secrecion de los esteroides desde el ovario, dado que esto es una mejor
forma de ver si aument6 la actividad secretora del ovario. Es probable que los esteroides no
estuvieran aumentados porque el estimulo que se aplico al inicio se fue diluyendo hasta dejar de
manifestarse. Por esta razén seria oportuno medir los niveles séricos de esteroides o bien medir
la capacidad secretora de esteroides en la rata neonata de 5 y 8 dias de vida o en la etapa

peripuberal.
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4.2. Efectos del tratamiento neonatal con 1SO en el control nervioso

La exposicion neonatal a ISO produjo una disminucion del contenido de NA en la glandula
adrenal en una forma dosis dependiente. En estudios previos se analizd el efecto de la
administracion de ISO a células de la medula adrenal aisladas y el resultado fue un aumento en la
secrecion de catecolaminas en una condicidn basal, esto es en ausencia de acetilcolina, y ademas
tiene un efecto aditivo en la liberacion de catecolaminas cuando se estimula con acetilcolina (38).
Por otro lado las catecolaminas per se pueden regular su propia liberaciéon mediante un feedback
negativo probablemente mediado por los receptores alfa adrenérgicos presinapticos (38). En
nuestro modelo experimental, podria estar ocurriendo una activacion de la secrecion de
catecolaminas por efecto del ISO en el corto plazo, pero este aumento en la secrecidon en una
etapa temprana del desarrollo podria estar programando la funcion de la médula adrenal en la
etapa adulta, disminuyendo la liberacion y/o la sintesis de catecolaminas en la glandula.

El contenido de NA ovarica en la etapa adulta disminuy6 en las ratas tratadas neonatalmente con
la dosis de ISO mas alta (ISO 1000X). El contenido de NGF en ovario por otro lado aumenté solo
en el grupo ISO 1X e ISO 1000X, mientras que en el grupo ISO 10X no cambid respecto al
control. Nosotros esperabamos que el contenido de NGF estuviera elevado respecto al control
considerando el antecedente que el clenbuterol, un agonista beta2-adrenérgico aumentaba la
expresion de NGF en el sistema nervioso central (39). Ademas un aumento de NGF trae consigo
un aumento en el contenido de NA debido al aumento de la expresion de la enzima tirosina
hidroxilasa, enzima marcapaso en la sintesis de catecolaminas.

Por otro lado el aumento en el contenido de NGF en el ovario produce cambios en la morfologia
produciendo un aumento de estructuras prequisticas que podrian ser confirmadas por

microscopia, (lo que estd pendiente).
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El ganglio celiaco no mostré cambios en el contenido de NA en las ratas tratadas neonatalmente
con ISO, en ninguna de las dosis, respecto a las del grupo control. Esto nos permite inferir que la
ruta nerviosa que se inicia en el nucleo paraventricular del hipotdlamo, y que pasa por el ganglio
celiaco y llega al ovario por el nervio ovarico superior no se encuentra activada y los cambios en

el contenido de NA en el ovario se produjeron por un cambio a nivel local.

5. CONCLUSIONES.

» Las ratas estimuladas con ISO en el periodo neonatal no desarrollaron PCO cuando
adultas, a diferencia de la exposicion a ISO a ratas adultas en que si desarrollan quistes
oVvaricos.

» Los cambios en la actividad ciclica al comienzo del desarrollo prepuberal y la aparicion
de pubertad precoz, indica que la estimulacion adrenérgica neonatal puede afectar la
sincronizacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario responsable del inicio de la actividad
ciclica reproductiva.

» El periodo en que se estimul6 no provocod cambios permanentes en la funcion ovarica

» La estimulacion adrenérgica neonatal modifico de forma permanente el tamafio del
corazén y el contenido de catecolaminas adrenales. El hecho que exista un control
negativo sobre la médula adrenal y ovario sugiere que este efecto puede ser debido a
interacciones transneuronales entre la inervacion simpatica del ovario y de la medula

adrenal.
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