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Resumen

La postergacion de la maternidad hacia el periodo de subfertilidad es un tema de
salud publica relevante, los mecanismos que operan en esta etapa reproductiva no
han sido descritos. Evidencias de nuestro laboratorio, obtenidas en ratas Sprague
Dawley, indican que la actividad nerviosa simpatica aumenta espontaneamente
durante el periodo de subfertilidad, lo que conduce a la formacién y/o mantencion de
quistes foliculares, contribuyendo al cese de la funcion ovarica. El aumento del tono
adrenérgico en ovario de rata durante el periodo 6ptimo de fertilidad (3-7 meses de
edad) altera el desarrollo folicular y podria conducir a la formaciéon y mantencién de
quistes foliculares, lo que podria acelerar el envejecimiento reproductivo. Para
estudiar esta posibilidad, se postula la hipétesis que la “La activacion 3-adrenérgica
inducida por la administracion de Isoproterenol produce un adelanto del
envejecimiento ovarico de la rata durante el periodo de subfertilidad”. Para
desarrollar esta hipotesis se plantea el objetivo general: Estudiar el efecto del
aumento de la actividad [3-adrenérgica en el desarrollo folicular ovarico de rata
durante el periodo de fertilidad y subfertilidad. Para ello, se utilizaron ratas Sprague
Dawley de 6, 8 y 10 meses de edad. Se simul6 un tono adrenérgico aumentado
mediante la administracion via subcutanea de Isoproterenol, un agonista [3-
adrenérgico. Los animales fueron eutanasiados a los 20 dias post-inyeccion; los
ovarios izquierdos fueron fijados en bouins y tefiidos con hematoxilina-eosina para el
analisis morfologico, se colectd suero para la determinacion de las hormonas

esteroidales y Antimulleriana por enzimo inmuno ensayo. La noradrenalina y el 3-
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metoxi-4-hidroxifenilglicol se midieron por cromatografia liquida de alto rendimiento.
En animales controles que ingresan a la etapa de subfertilidad, se observo una
disminucion en el contenido de hormonas esteroidales séricas (progesterona,
androstenediona, y estradiol), hormona antimulleriana, y ciclos estrales. El analisis
morfolégico mostro en este grupo de animales, un aumento de las estructuras
atrésicas y quisticas, indicando el deterioro de la funcién ovarica en esta etapa. La
administracion de Isoproterenol para activar la via B-adrenérgica en ratas tuvo
diferentes efectos dependiendo del periodo reproductivo. En ratas fértiles de 6 meses
de edad se observo un aumento en la atresia de foliculos preantrales, antrales, y
foliculos tipo Ill. Estos resultados coinciden con una disminucion de las hormonas
esteroidales como progesterona, androstenediona y estradiol, y numero de cuerpos
luteos. Durante el inicio del periodo de subfertilidad en ratas de 8 meses de edad no
fue posible observar cambios significativos inducidos por la activacion -
adrenérgicas. Mientras que en ratas en periodo sub-fértil de 10 meses de edad, se
observé que un aumento de foliculos secundarios sanos, aumento de los niveles
séricos de las hormonas anti-Mulleriana y androstenediona, aumento en la cantidad
de foliculos tipo Ill. Sin embargo, se observé una menor cantidad de quistes
foliculares y un aumento en la cantidad de cuerpos luteos. En conclusion, el presente
trabajo sugiere que la sobre-estimulacion (-adrenérgica afecta la funcién ovarica,
sugiriendo un adelanto del envejecimiento ovarico en ratas fértiles y contrario a lo
propuesto, se observo un grado de mejoramiento de la funcion ovarica en ratas en
periodo sub-fértil, ambos resultados apoyan la idea que el SNS tiene un rol

importante en la funcion ovarica.
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Abstract

The postponement of motherhood to the period of subfertility is an important public
health theme; the mechanisms involved in this reproductive period have not been
described. Evidence from our laboratory, obtained in Sprague Dawley rats indicate
that sympathetic nerve activity increases spontaneously during the period of
subfertility, facilitating the formation and / or maintenance of follicular cysts,
contributing to the cessation of ovarian function. The increased adrenergic tone in rat
ovary during the optimum period of fertility (3-7 months old) alters follicular
development and could allow the formation and maintenance of follicular cysts and
could accelerate reproductive aging. To study this possibility, the hypothesis
postulated is "The B-adrenergic activation by Isoproterenol produced an acceleration
of rat ovarian aging during the subfertility period." To test this hypothesis, the
following objective was proposed: To study the effect of increased [3-adrenergic
activity on rat ovarian follicular development during the fertility and subfertility period.
For this, Sprague-Dawley rats of 6, 8 and 10 months old were used. In our animals’
model, Adrenergic tone enhanced was simulated by Isoproterenol administration, a [3-
adrenergic agonist. Animals were euthanized at 20 days post-injection; To
morphological analysis, the left ovaries were fixed in Bouins and stained with
hematoxylin-eosin. To determinate steroid and anti-Mullerian hormone by enzyme
immunoassay, of serum was collected. Noradrenaline and 3-methoxy-4-

hydroxyphenylglycol was measured by high performance liquid chromatography.
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In control animals that initiate the stage of subfertility, it was observed a decrease in
both, the serum steroid hormones (progesterone, androstenedione, and estradiol),
and AMH content, accompanied of estrous cyclicity loss. The morphological analysis
showed an increased in atretic and cystic structures, suggesting impairment of
ovarian function at this stage. Isoproterenol administration to activate the f-
adrenergic pathway in rats had different effects depending on the reproductive period.
In 6 months old rats was observed an increase in both preantral and antral follicular
atresia, and also an increase number of type-Ill follicles. In this animal group, the
result showed a decreased in steroid hormones such as progesterone,
androstenedione and estradiol, and number of corpora lutea. In rats 8 months old was
not possible to observe significant changes. While that 10 months old rat was
observed an increased secondary follicles number, serum levels of the AMH and
androstenedione hormones, also presented an increased amount of type-lll follicles.
However, a smaller amount of follicular cysts and an increase in the number of
corpora lutea was observed. In conclusion, the present work suggests that over-
stimulation B-adrenergic affects ovarian function, suggesting an accelerate of ovarian
aging in fertile period and contrary to thought, a degree of improvement of ovarian
function in rats in subfertile period was observed, both results support the idea that

the sympathetic nerves system has an important role in ovarian function.
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1. Introduccion

1.1 Funcion Ovarica

La principal funcion de la gonada femenina es el desarrollo, maduracion y liberacion
de uno o varios ovocitos maduros para su posterior fertilizacion y asi dar continuidad
a las diferentes especies (Mcgee y Hsueh, 2000). El ovario esta bajo el control
endocrino, regulado por el eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonada: el hipotalamo secreta
en forma pulsatii GnRH (Guyton y Hall, 1997), estimulando a la hipofisis a secretar
gonadotrofinas como la hormona foliculo estimulante (FSH), responsable del
reclutamiento y crecimiento folicular y de la sintesis de estrogenos, y la hormona
luteinizante (LH), responsable de la ovulacién y formacion de los cuerpos luteos

(Mcgee y Hsueh, 2000).

El desarrollo folicular comienza con el ensamblaje folicular, donde los ovocitos se
rodean de las células precursoras de la granulosa y se selecciona un ovocito desde
los “nidos de ovocitos”, formando asi los foliculos primordiales. Posteriormente, estas
células se diferencian hacia células de granulosa (CG), que proliferan hasta formar
una capa de células cuboidales que circundaran totalmente el ovocito, formando el
foliculo primario. Ocurrido esto, las CG comienzan a proliferar dando origen a 2 o
mas capas celulares, lo que permite que células mesenquimales se adhieran a la

periferia y den forma a la membrana basal, siendo éstas las primeras precursoras de
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las células tecales (CT), que daran origen en conjunto, al foliculo secundario. El
foliculo secundario es de vital importancia en la maduracion folicular, ya que en esta
etapa las CG comienzan a adquirir los receptores de FSH, lo que hace al foliculo
desde este punto, dependientes de gonodatrofinas (Mcgee y Hsueh, 2000). Al final
del estado secundario, ocurre una migracion de células mesenquimaticas desde el
estroma ovarico dando origen a las células de la teca interna (CTI) como externa
(CTE), iniciandose la formacién de foliculo terciario. Coincidente con la adquisicion
de las células tecales, el foliculo terciario inicia la formacion del antro, el cual
comienza con la acumulacion de fluido folicular entre las CG. El fluido folicular esta
formado por productos de secreciéon de las CG y transudado de los capilares
sanguineos que irrigan a las CT. Es en esta etapa del desarrollo que los foliculos
adquieren una gran capacidad para sintetizar androgenos, especificamente a nivel
de las CTI, bajo el estimulo de LH. Esto es posible, ya que en esta etapa de la
foliculogénesis se expresan receptor a LH (LHR) en dichas células. Por otro lado, el
foliculo se hace sensible a la accién de la FSH, cuyos receptores se expresan en las
CG y su transduccién de sefial esta acoplada a la proteina Gs (estimulatoria) con el
consiguiente aumento de los niveles del segundo mensajero AMP ciclico. Esto trae
consigo la activacion de la proteina quinasa A (PKA), la cual fosforila
secuencialmente diversos sustratos, activando procesos celulares, lo que también
ocurre en las CT por la accién de LH. En el caso de las CG uno de los sustratos es la
enzima citocromo P450 aromatasa, encargada de transformar andrégenos en
estrogenos, y frente al aporte creciente de androgenos a la CG, la aromatasa

aumenta su actividad inducida por FSH, asi como, su expresion, incrementando
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gradualmente la produccion de 17B-estradiol, lo que se refleja a nivel periférico

(Vantman y Vega, 2010) (figura 1).

La etapa final del desarrollo folicular es la formacién del cuerpo Iuteo, que producira
principalmente progesterona, aunque puede sintetizar también androgenos y
estrogenos. Este cuerpo luteo se considerara funcional mientras la produccion de
progesterona se mantenga constante, lo que variara de acuerdo a cada especie. La
disminucién de la esteroidogénesis promovera la regresion lutea, a menos que la
presencia de la hCG de origen placentario pueda mantener al cuerpo luteo

(Greenwald y Roy, 1994).

CELULAS TECA
L INTERSTICIALES

ANTRO

CAPILARES
e ZONA PELUCIDA
'

Figura 1. Foliculogénesis: clasificacion de los foliculos ovaricos durante su crecimiento y desarrollo
(Vantman y Vega, 2010).
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Durante la vida el pool de ovocitos se determina tempranamente. Por lo tanto, la
senescencia ovarica esta vinculada a la disminucion y eventual agotamiento de la

reserva de los foliculos primordiales (Mcgee y Hsueh, 2000).

1.2. Senescencia reproductiva

La senescencia reproductiva o envejecimiento del ovario se asocia con una
disminucioén de la fertilidad (Swanton y Child, 2005) y marca el inicio de la transicion
hacia la menopausia en la mujer (Broekmans y cols., 2009). La tasa de fertilidad
disminuye gradualmente a partir de los 32 afos de edad (Swanton y Child, 2005).
Edad en la cual las mujeres comienzan a ser madres por primera vez, ya que
postergan su maternidad a cambio de una mejor educacion, estabilidad e
independencia econdmica (Nugent y cols., 2012). La edad de la mujer es un factor
determinante en el prondstico de infertilidad (Broekmans y cols., 2007), debido a que
con la edad hay una menor disponibilidad de ovocitos y la calidad de los que
sobreviven no es buena, aumentando la probabilidad de enfermedades genéticas

(Cheung y cols., 2011).

La senescencia reproductiva en la mujer se acelera a los 37 afos de edad debido a
una mayor pérdida de foliculos. A esta edad hay menos de 10.000 foliculos en el
ovario) (figura 2) y los que quedan son de menor calidad. A partir de este periodo se
observa un acortamiento constante del ciclo menstrual (debido a una fase folicular

mas corta), un incremento leve pero significativo de la concentracion basal de la FSH
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y una disminucién de los niveles de inhibina (A y B) (Cheung y cols., 2011), efectos
que se reflejan en un crecimiento folicular acelerado y agotamiento de la reserva
folicular (Broekmans y cols., 2007). Por otro lado, la caracteristica de la senescencia
reproductiva de las hormonas inhibina B y AMH disminuyen en la senescencia, por
esta razon tanto la FSH, inhina B y AMH se utilizan como marcadores de

senescencia reproductiva (de Vet y cols., 2002).
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Figura 2. Representaciéon esquematica del nimero de foliculos primordiales presentes en el ovario y
la calidad cromosomal de ovocitos en relacién a la edad femenina y correspondiente a los eventos
reproductivos (Cheung y cols., 2011).

La AMH, fue inicialmente estudiada en el desarrollo fetal masculino durante la
diferenciacion sexual para promover la regresion de los Conductos Millerianos
(Pellatt y cols., 2010). En ovario esta presenta y es producida por las células de la
granulosa, desde las 36 semanas de gestacion hasta la menopausia, expresandose

en los foliculos preantrales y foliculos antrales pequefios (Swanton y Child, 2005). La
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produccion de AMH disminuye gradualmente a medida que crecen los foliculos, una
vez que los foliculos alcanzan un tamafo en el que son dominantes, la AMH no se
secreta mas. Su desaparicion desde estos foliculos mas grandes parece ser un
requisito importante para la seleccion del foliculo dominante y la ovulacion. Ademas,
la AMH tiene un papel inhibitorio en el ovario, reduciendo el reclutamiento folicular

(Pellatt y cols., 2010).

Otro fendmeno que ocurre durante la senescencia, son cambios en las hormonas
esteroidales. Por ejemplo, los niveles de estrégenos disminuyen a medida que
progresa el envejecimiento ovarico (Broekmans y cols., 2009), mientras que la
concentracion de progesterona se ve disminuida con la edad, lo cual tiene relacién

con la menor cantidad de cuerpos luteos en el ovario (Cheung y cols., 2011).

En la actualidad no hay claridad de los distintos mecanismos del envejecimiento
reproductivo femenino. Se sugiere que las alteraciones del control neuroendocrino de
la funcidén ovarica se debe al feedback negativo hormonal alterado, menor cantidad
de foliculos antrales, aumento de los niveles plasmaticos de la AMH, pérdida de la
calidad de los ovocitos que se expresa por una incidencia cada vez mayor de
embriones aneuploides. Debido a estos antecedentes, es necesario entender los
mecanismos de desarrollo folicular durante el periodo de subfertilidad vy
envejecimiento ovarico. Estudios de nuestro laboratorio, han demostrado que el

ovario también es regulado por el SNS, y que en la actualidad no existe mayor
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informacion respecto a los mecanismos simpaticos involucrados en el envejecimiento

ovarico.

1.3. Sistema Nervioso simpatico en la funcion ovarica

El ovario también esta regulado por la via nerviosa que comienza en el hipotalamo,
desde alli se proyectan neuronas que viajan por la médula espinal para salir y hacer
relevo en el ganglio celiaco, lugar donde se ubica el soma de las neuronas
simpaticas las cuales proyectan sus terminales nerviosos hacia el ovario (Gerendai y
cols., 2002 y Dissen y cols., 2004). Estas fibras, las cuales contienen noradrenalina
(NA), inervan diferentes componentes celulares del ovario como, vasos sanguineos,
tejido conectivo y foliculos en las diferentes etapas de desarrollo (Ojeda y Skinner,
2006). La actividad de estas fibras nerviosas esta acoplada al receptor [-
adrenérgico, el cual esta implicado en la secrecion de andrégenos por las células
tecales (Fernandois y cols., 2012), y la secrecion de progesterona desde la granulosa

y células luteas (Ojeda y Skinner, 2006).

Los nervios que contienen NA alcanzan el ovario a través del nervio ovarico superior
(NOS) que viaja junto al ligamento suspensorio, y por el plexo nervioso ovarico
(PNO) que lo hace junto con la arteria ovarica (Ojeda y Skinner, 2006). Las
catecolaminas presentan cambios en su concentracion durante el ciclo estral normal,
siendo su mayor expresion en la etapa del ciclo estral en diestro y minima en estro

(Lara y cols., 1993). EIl compromiso de la NA en la regulacion del ovario, se ha
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demostrado tanto a nivel esteroidogénico (principalmente secrecion de progesterona)
como foliculogenico. Las catecolaminas no influyen en la sintesis de estradiol, debido
a que carecen de efecto directo en la actividad de la aromatasa; ademas facilitan el
efecto estimulador de gonodatrofinas en la secrecion de esteroides de manera
aditiva, sugiriendo que bajo circunstancias fisiologicas, los nervios simpaticos
catecolaminérgicos contribuyen a amplificar los efectos de las gonodatrofinas

circulantes sobre la esteroidogénesis ovarica (Fernandois, 2011).

1.4. Actividad simpatica durante el envejecimiento ovarico

Evidencias en la literatura sugieren que la senescencia reproductiva esta asociada a
una hiperactivacion del sistema nervioso simpatico del ovario. Mujeres
postmenopausicas presentan mayor cantidad de fibras nerviosa en el ovario (Heider
y cols. 2001) y la mayor actividad simpatica ha sido evidenciada por Sverrisdottir y
cols. (2007). En ratas, dicha hiperactivacién se relaciona con ciertos cambios
morfolégicos y neuroendocrinos en el ovario, por ejemplo, en ratas subfértil se ve
caracterizada por un aumento de estructuras ovaricas anomalas como quistes
foliculares y foliculos luteinizados. Aumenta la concentracion de NA y hormonas
androgénicas (Acufia y cols. 2009). Interesantemente, estas caracteristicas también
ocurren en ratas fértiles cuando son sometidas a estrés por frio para activar el
sistema simpatico del ovario (Paredes y cols. 1998 y Dorfman y cols. 2003). Por otro
lado, estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que la administracion

de ISO un agonista B-adrenérgico en ratas jovenes, conduce a la formacién de
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prequistes y quistes foliculares (Neumann, 1997 y Luna y cols. 2012). Dicha
condicion fue revertida al administrar un antagonista [(-adrenérgico, como el
Propanolol (Luna y cols. 2012, Fernandois 2012). Estos estudios concluyeron que la
activacion del receptor p-adrenérgico podria ser uno de los mecanismos
responsables para la formaciéon de quistes foliculares. Acufia y cols. (2009)
demostraron que el contenido y liberacion de catecolaminas en el ovario, aumentan
progresivamente con la edad (desde 6 a 12 meses). Este aumento en el tono
simpatico del ovario se correlaciond con el aumento de estructuras quisticas,
comparado con ratas de la misma edad (Acufa y cols., 2009). Considerando que las
catecolaminas, como es el caso de la NA, ejercen su efecto a través de los
receptores B-adrenérgicos, se postula que esta via podria estar involucrada de
manera relevante en la formacién y mantencion de las estructuras quisticas durante
el periodo de subfertilidad. Sin embargo, los mecanismos acerca de como la via de
sefalizacion B-adrenérgica podria influir en el proceso de sub-fertilidad son poco

entendidos.

1.5. Modelo experimental: rata Sprague Dawley

La senescencia reproductiva ocurre en variadas especies de mamiferos, entre ellos
los roedores se han utilizado como modelo animal para entender algunos aspectos
de esta etapa que aun no es bien comprendida. En este trabajo se utilizara como
modelo animal la cepa Sprague Dawley ya que es un mamifero facil de manipular, su

genética esta estandarizada y su esperanza de vida es corta. Esta cepa tiene una
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esperanza de vida de 2-3 afos en cautiverio. El comienzo de la ovulacién ocurre a
los 32 +/- 1 dias de vida, ya que se relaciona con la apertura vaginal (Cruz y cols.,
2012), desde este momento los ciclos duran 4 dias, es decir, cada 4 dias existe una
ovulacion. Por ende, ya son capaces de tener en promedio 8 crias por camada, y un

periodo de gestacion de 21 dias (Brann y Mahesh, 2005).

El periodo de fertilidad Optimo es entre los 4 y 7 meses de edad, a partir de los 8
meses de edad, las ratas comienzan un periodo de subfertilidad, en el cual el numero
de partos disminuye a la mitad hasta llegar a los 10 meses de edad, donde la funcién
reproductiva esta practicamente disminuida (Acufa y cols., 2009). Se ha observado
que en estos animales la senescencia reproductiva va acompafada de una
disminucién del numero de foliculos preovulatorios y consecuentemente una menor
ovulacion. Esto conllevaria a un aumento de la tasa de formacion de quistes.
Ademas, este modelo puede relacionarse con lo observado en el periodo de
subfertilidad y menopausicas en mujeres donde los ovarios presentan caracteristicas
fisiolégicas similares a los observados en ratas (Acuia y cols., 2009; Chavez-Genaro

y cols., 2007).

1.6. En sintesis: La postergacion de la maternidad hacia el periodo de subfertilidad
hace necesaria la busqueda de métodos que amplien y retrasen la ventana de sub-
fertilidad en la mujer. La declinacion de la fertilidad en la mujer coincide con una

acelerada pérdida en la reserva folicular y un adelanto de la menopausia.
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Paralelamente, en esta etapa también se ha observado un aumento en el numero de
fibras simpaticas que inervan el ovario, fendbmeno que también se ha observado en
estudios realizados en rata. Este incremento de fibras nerviosas podria causar un
aumento en el contenido y la liberacion de NA, lo que a su vez estaria relacionado
con un aumento en el numero de estructuras foliculares quisticas y prequisticas.
Estos fendmenos son observados con el envejecimiento y se traducen en una
pérdida de la reserva folicular, un aumento espontaneo del numero de estructuras
quisticas, y finalmente una perdida de la fertilidad. Considerando que las
catecolaminas, como es el caso de la NA, ejercen su efecto a través de los
receptores B-adrenérgicos, se postula que esta via podria estar involucrada de
manera relevante en la formacién y mantencion de las estructuras quisticas durante
el periodo de subfertilidad. Sin embargo, los mecanismos acerca de como la via de
sefalizacion B-adrenérgica podria influir en el proceso de sub-fertilidad son poco
entendidos. Por esta razdén, en esta tesis se propone simular un tono adrenérgico
aumentado, mediante la administracion sistémica de un agonista -adrenérgico como
el Isoproterenol en ratas Sprague Dawley. De esta manera, se espera que la sobre-
activacion de la via B-adrenérgica pueda inducir de forma prematura la formacion de
quistes ovaricos de una manera similar a lo que sucede en la etapa de sub-fertilidad.
Esto nos permitiria poder conocer con mayor detalle cdmo el SNS podria estar

involucrado en la regulacién de este proceso.

Por los antecedentes presentados anteriormente se presentan la siguiente hipdtesis.
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2. Hipoétesis
La activacion B-adrenérgica inducida por la administracion de Isoproterenol produce

un adelanto del envejecimiento ovarico de la rata durante el periodo de subfertilidad.

3. Objetivo general
Determinar si la activacion B-adrenérgica produce un cambio en el desarrollo
folicular, favoreciendo la formacion de quistes y la aceleracién del envejecimiento

ovarico durante el periodo de subfertilidad de la rata.

4. Objetivos especificos

1.- Mediante analisis morfologico determinar cambios histolégicos en ovarios de ratas

tratadas con isoproterenol, durante el periodo de fertilidad y subfertilidad.

2.- Determinar la ciclicidad estral, niveles de las hormonas esteroidales plasmaticas y
niveles de la hormona peptidica AMH en ratas tratadas con isoproterenol, durante el

periodo de fertilidad y subfertilidad.

3.- Determinar la concentracion de receptores (3-adrenérgicos, NA y su metabolito

MHPG en ratas tratadas con isoproterenol, durante el periodo de fertilidad y

subfertilidad.
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5. Material y Métodos

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 6, 8 y 10 meses de edad, divididas en 2
grupos para cada edad, mantenidas en el Bioterio de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, con 12/12 hrs. oscuridad-dia con
alimento y agua ad-libitum. Los experimentos fueron realizados bajo la Guia
Internacional de Principios Biomédicos en la Investigacion en Animales de la Society
for the Study of Reproduction, y aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile. Cada grupo
estaba conformado por 6 ratas. A cada grupo experimental se les administrd
subcutaneamente isoproterenol (ISO, Sigma Chemical Co, USA) a una concentracion
de 125 ug/kg /dia/por 10 dias (Figura 3). Como grupo control se tomaron 6 ratas a
las cuales de les administré diariamente por 10 dias el vehiculo (NaCl 0,9% con
acido ascoérbico 0,1% (Merck Chemicals, Germany). A los 20 dias post
administracion de ISO o vehiculo los animales se eutanasiaron mediante
decapitacion con guillotina. Una vez obtenidas las muestras fueron mantenidas en el
freezer -60°C. hasta su procesamiento. Excepto los ovarios izquierdos que fueron

inmediatamente sumergidos en el fijador Bouin para los analisis morfolégicos.
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Figura 3. Esquema del método utilizado. Una semana antes de iniciar los tratamientos, a cada grupo
de ratas de 6, 8 y 10 meses de edad, se les realiz6 frotis vaginal, posteriormente durante 10 dias se
les inyecto ISO o vehiculo, y se esperaron 20 dias para la eutanasia.

5.1. Ciclicidad estral.

Para determinar las variaciones del ciclo reproductivo de las ratas, se registro el ciclo
estral mediante la visualizacion del flujo vaginal en un microscopio 6ptico durante
todas las mafanas (entre 9 a 11 hrs.) desde una semana antes de la administraciéon

de ISO hasta el momento de la eutanasia.

El ciclo estral de la rata depende de los cambios hormonales de cada animal, y nos
da un indicio del funcionamiento ovarico. Como se observa en la Figura 4, se
consider6 como un ciclo estral exitoso, segun Marcondes y Cols. (2002) todos los

pasos que siguieran la siguiente linea: Proestro, Estro, Diestro 1 y Diestro 2.
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Figura 4. Ciclo estral en ratas. Grafica de citologia de un frotis vaginal con ciclicidad estral normal en
la rata. P, proestro; E, estro; D1, metaestro y D2, diestro (Marcondes y cols., 2002).

5.2. Determinacion de Hormonas Esteroidales

Para determinar la funcién ovarica, se midieron los niveles de las hormonas
esteroidales producidas por el ovario a nivel sérico. Como es sabido la ruta
metabdlica de hormonas esteroidales usa como sustrato de partida la progesterona
para producir androstenediona, luego testosterona, y consecuentemente estradiol
(Figura 5). Por lo que se midieron los niveles de algunas de las hormonas

involucradas.
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Figura 5. Esteroidogénesis en células de la granulosa y de la teca en foliculos antrales. SCC = C20,
22 demolasa dependiente de cyt P450... 33 HSD = 3R-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 17-20 D =
C17, 20 desmolasa dependiente de cyt P450.;. 178 HSD = 17R-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(Velazquez y Mendieta, 2012).

Para la determinacion de estas hormonas se utilizo el suero de total de 20 animales
tratados con ISO y 19 animales controles. Para dicha medicion se separo el plasma
centrifugando a 3500 rpm por 5 minutos, y posteriormente se procedié a medir los
niveles de androstenediona (A), estradiol (E) y progesterona (P) mediante diversos
kits de inmunoensayo enzimatico: ALPCO Immunoassay N° 11-ANRHU-EO01 que
posee una sensibilidad para A de 0,04 ng/ml y menos del 0.4%; ALPCO
Immunoassay N° 11-ESTHU-EO1 que posee una sensibilidad para E de 10 pg/mL y
menos de 1,6% de reacciones cruzadas con otras hormonas; ALPCO Immunoassay

N° 11-PROHU-EO1 que posee una sensibilidad para P de 0,1 ng/ml y menos del 2%).
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5.3. Determinacion de la Hormona Anti-Miilleriana

Aunque la pérdida continua de la cantidad de foliculos sélo sera detectado en las
ultimas etapas del ciclo reproductivo, marcadores ecograficos y endocrinos han
surgido en la ultima década para expresar con mayor exactitud la disminucion del
namero de foliculos. Por ejemplo, la hormona anti-Milleriana (AMH), una
glicoproteina dimérica producida exclusivamente por las células de la granulosa de
los foliculos preantrales (primarios y secundarios) y foliculos antrales pequefios se ha

utilizado como un marcador de la poblacion folicular.

De acuerdo al protocolo del kit comercial “Rat anti-mullerian hormone (AMH) ELISA
kit, de la compania Cusabio, codigo CSB-E11162 cuya sensibilidad es de 0,375

ng/ml se realizo la medicion de la hormona AMH en suero (Buyuk y cols., 2011).

5.4. Analisis morfolégico del ovario.

Inmediatamente luego de eutanasiar las ratas, los ovarios izquierdos se fijaron en
solucion Bouin, luego se incluyeron en parafina. A continuacion, todo el ovario fue
cortado en secciones de 6 um, las que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. La
identificacion de las diferentes estructuras foliculares se basé segun Cruz y cols.
(2012) (Figura 6): Los foliculos primordiales se caracterizaron por tener solo una
capa de células de la granulosa aplanada alrededor del ovocito, mientras que los
foliculos primarios se diferenciaron de los anteriores porque sus células de la
granulosa adquieren una forma cuboidal. Por otro lado, los foliculos secundarios se

caracterizaron por el aumento en el numero de capas de células de la granulosa que
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rodea al ovocito (igual o mayor a 2), por la presencia de células tecales y por su
facilidad de distinguir la membrana celular. En cuanto a los foliculos antrales, éstos
se definieron como aquellos en que se apreciaba un antro, (cavidad dentro del
foliculo con liquido o liquido folicular), y una capa de las células tecales bien definida.
Para definir los quistes son contabilizados los foliculos sin ovocito con o sin capas
de células de granulosa, con un gran cavidad antral y que ademas podian presentar
hipertecosis (hipertrofia de las células tecales) (Lara HE y cols. 2000). Los foliculos
luteinizados se caracterizaron por presentar células de la granulosa luteinizada,
donde el citoplasma de estas célula crece y es muy semejante a las células del
cuerpo luteo. Ademas, estos foliculos presentan un antro sin ovocito (Smith MF. y
cols. 1994). Los foliculos tipo Ill, por su parte, fueron foliculos de mas de 500 um
con un gran antro, que pudieron o no tener ovocito, conteniendo capas de granulosa
muy condensada y desordenada. A su vez, para la identificacion de estos foliculos
se tomo en cuenta la invaginaciéon de células de la teca dentro de la granulosa
(Brawer J y cols., 1986, Convery M. y cols. 1990). Por ultimo, los foliculos
atrésicos se determinaron como aquellos que contenian mas del 5% de células de
la granulosa con nucleos picnoéticos y con rompimiento de la vesicula germinal. Para
la contabilizacion, ya sea de foliculos preantrales como antrales, se considero la
visualizacion de ovocitos con nucleo (Lara HE y cols. 2000).

El analisis morfolégico se realizd observando todos los cortes de los ovarios
controles y experimentales, en un microscopio 6ptico marca Leica DM/SL con una

reglilla de 10mm: 100 divisiones.
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Figura 6. Microfotografias de la foliculogénesis y vias de desarrollo de estructuras andémalas como
Foliculos tipo Ill, Prequiste y Quiste. Fechas azules indican la via de desarrollo folicular normal,
flechas plomas indican via de desarrollo atrésico (Primordial, Primario, Secundario y Antral) y via de
desarrollo de estructuras anémalas como Foliculo tipo Ill, Prequiste y Quiste.

5.5. Homogenizacién de las muestras de ovario.

La mitad de un ovario se homogenizé manualmente en un homogenizador vidrio-
vidrio considerando 4 volumenes de DPBS (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) por peso de ovario (ej. 4
ul de DPBS por 1 mg de ovario). Las tres cuartas partes del homogeneizado se
conservaron a -80°C para la posterior cuantificacion de NA (Dorfman y cols., 2003 y

Sotomayor 2008).
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5.6. Determinacion de NA y de MHPG en ovario.

Se cuantificd la concentracion de NA y de su metabolito MHPG en el sobrenadante
del homogenizado de ovario obtenido segun se describié previamente. La
cuantificacion se realiz6 mediante la técnica de HPLC acoplada a un detector
electroquimico EICOM ECD-700S. Una alicuota de 50 pl de sobrenadante, se mezclé
con 50 pl de acido perclorico (PCA) 0,2 N y la mezcla se filtr6 a través de membrana
de PVDF desechables (Millex™ de 0,22 um de poro). Posteriormente, 20 ul del
filtrado fueron inyectados al sistema de HPLC (Jasco PU-2089s plus) acoplado a una
tarjeta digitalizadora (Jasco LC-Netll/ADC). Para generar la integracion de los
cromatogramas, se utilizé el programa computacional JASCO ChromPass
Chromatography Data System v1.7.403.1. La fase movil utilizada fue un buffer de 0,1
M NaH,PO4, 0,107 mM de octil-sulfato, 0,02% EDTA y 1,5% acetonitrilo con un pH
de 2,6. La velocidad del flujo utilizada fue de 1ml/minuto. El potencial del detector

amperometrico fue de 650 mV para la NA y de 850 mV para el MHPG.

5.7. Determinacion de la concentracion de receptores f-adrenérgicos

Los receptores [32.adrenérgicos estan presentes en las células tecales y células de la
granulosa del ovario de rata, esta inervacion simpatica juega un rol importante en la
maduracion de los foliculos, secrecion esteroidal y ovulacion (Aguado y cols., 1982).
Los receptores fueron determinados mediante la union especifica del ligando

radioactivo  Dihidroalprenolol-HCI  (un  bloqueador [B-adrenérgico marcado
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radioactivamente (levo—[anillo-propil-3H(N)] de laboratorios Perkin Elmer, y de
concentracion especifica de 250uCi (9,25 MBq), 104,4 Ci/mmol (3,863 TBg/mmol) en

0,25 ml de etanol).

Para este ensayo el ovario se pesd y se homogeniz6 en el equipo ultraturrax en 10
volumenes de Tris-HCL 20mM / Sacarosa 0,25 M pH 7,4. El homogeneizado se
centrifugd a 13.000 rpm por 30 minutos y se descart6 el sobrenadante. El
precipitado, el cual correspondié a la fraccion enriquecida de proteinas, se re-
suspendio en 100 ul de buffer Tris-HCI 20 mM / MgCl, 10mM a pH 7,4 y se cuantifico
utilizando el método de Bradford.

Para determinar la unién total de receptor-ligando se incubaron 20 pg de proteinas
en 200 pl de buffer (Tris-HCI 20 mM/MgCl, 10mM a pH 7,4) y *H-dihidroalprenolol
diluido 1:200 a 37°C por 30 min. Terminada la incubacion, la reaccion se detuvo
adicionando 2 ml del buffer Tris-HCI con Isoproterenol. El contenido se vertidé en un
sistema de filtracion conectado al vacio que contienen filtros Whatman GF/C 1822-
150 con un poro de 1,2 um. Para determinar la radioactividad se coloco el filtro con
las proteinas unidas en un vial de centelleo, se adicion6 4 ml de mezcla de
centelleo, biodegradable (ECOSCINT- National Diagnostic Atlanta USA) y 600 ul de
H,O4. Posteriormente se mezcld la solucion y se contabilizé la radioactividad en un
contador beta (Packard Liquid Scintillation Analyzer 1600TR; 72) con un 50% de
eficiencia para tritio (*H). Para determinar la union inespecifica, se procedié a realizar

el mismo ensayo descrito anteriormente pero en presencia de 1mM de Isoproterenol.
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La diferencia entre la unién total menos la inespecifica se tomé como la

correspondiente union especifica receptor-ligando.

5.8. Isoproterenol

Isoproterenol, una amina sintética con actividad simpaticomimética (Flores, 1998). Se
eligié para estimular en forma experimental, la via de los receptores B-adrenérgicos.
Este modelo tiene como referencia los trabajos de Benjamin y cols. (1989) y de Luna
y cols (2012). A cada grupo experimental se les administré subcutaneamente
isoproterenol (Sigma Chemical Co, USA) a una concentracién de 125 ug/kg /dia/por

10 dias.

5.9. Analisis estadistico.

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar. Fueron analizados
mediante la prueba t-student y comparacion entre grupos mediante la prueba de
ANOVA con post test de comparacidon multiple Turkey, utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism 5, considerando p<0.05 como diferencia significativa.

Se compraron los grupos de las diferentes edades, debido a que las ratas de 6
meses de edad estan en el periodo fértil, donde el ovario funciona en condiciones
optimas, mientras que las ratas de 8 meses de edad comienza el deterioro de la

funcién ovarica, ingresando a la etapa de subfertilidad.
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6. Resultados

6.1. Objetivo 1.- Determinar los cambios histolégicos observados en ovarios de
ratas tratadas con isoproterenol, mediante el analisis morfolégico durante el

periodo de fertilidad y subfertilidad.
a. Estructuras Foliculares Totales

El numero de estructuras totales, corresponde a la suma de foliculos preantrales,
saludables y atrésicos; foliculos antrales, saludables vy atrésicos; foliculos
luteinizados; estructuras quisticas (foliculo tipo Ill, pre quiste y quistes); y cuerpos
luteos. Como se observa en la figura 7, no hubo cambios significativos en ratas

tratadas con vehiculo y con ISO de 6, 8 y 10 meses de edad.

Estructuras totales
1000+

09 _fsE

2004

n° estructuras/ovario

0 T T

Edad (meses)

Figura 7. Cantidad de estructuras foliculares totales. El nimero de estructuras totales corresponde a
la suma de foliculos preantrales, saludables y atrésicos; foliculos antrales, saludables y atrésicos;
foliculos luteinizados; estructuras quisticas (foliculo tipo Ill, pre quiste y quistes); y cuerpos luteos. Las
barras corresponden al valor minimo y maximo. El nUmero de ovarios analizados son 5 para control de
6 meses de edad y 4 para las restantes. Se utilizaron las pruebas estadisticas: t de Student de una
cola, y ANOVA.
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b. Foliculos Preantrales Totales

Para saber qué sucede con la reserva folicular, se contabilizaron los foliculos

preantales totales (saludables y atrésicos). Como se observa en la figura 8, en ratas

de 8 meses de edad, se observa una leve tendencia de disminucion de la cantidad

de foliculos preantrales totales, sin diferencia estadistica con ratas de 6 y 10 meses

de edad. Al observar las ratas tratadas con ISO no se observan cambios en la

cantidad total de foliculos preantrales
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Figura 8. Foliculos Preantrales Totales. EI numero de foliculos preantrales totales es la suma de
foliculos preantrales saludables y atrésicos. Las barras corresponden al valor minimo y maximo. El
namero de ovarios analizados son 5 para control de 6 meses de edad y 4 para las restantes. Se
utilizaron las pruebas estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.
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c. Foliculos Antrales Totales

Al observar el total de foliculos antrales, no se encontraron cambios a medida que las
ratas aumentan de edad. Mientras que se observa un aumento significativo en ratas
de 6 meses de edad tratadas con ISO respecto a su control. A los 8 y 10 meses de

edad, el tratamiento con ISO no produjo efectos (figura 9).
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Figura 9. Foliculos antrales totales. El numero de foliculos antrales totales es la suma de foliculos
antrales saludables y atrésicos. Las barras corresponden al valor minimo y maximo. El nimero de
ovarios analizados son 5 para control de 6 meses de edad y 4 para las restantes. La diferencia se
obtiene con un t de Student de una cola, p<0,05 = *.
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d. Foliculos Preantrales

Entre los foliculos preantrales se han caracterizado 3 tipos de poblaciones, foliculos
primordiales, primarios y secundarios. Aunque no se observaron efectos del ISO en
la poblacion total de foliculos preantrales, se analizé por separado cada una de las
subpoblaciones de estos foliculos, los que a su vez se estudiaron los foliculos

saludables y los atrésicos (figuras 10, 11y 12).

d.1 Foliculos primordiales totales, saludables y atrésicos

Se analizaron los foliculos preantrales primordiales totales, saludables y atrésicos
(figura 10 A, B y C). No se observan diferencias significativas con la edad ni con la

administracidn de Isoproterenol en las distintas edades analizadas.
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Figura 10. Foliculos primordiales totales, Foliculos primordiales saludables y Foliculos primordiales
atrésicos. (A) EIl numero de Foliculos primordiales totales es la suma de Foliculos primordiales
saludables y atrésicos. (B) Foliculos primordiales saludables. (C) Foliculos primordiales atrésicos. La
barra corresponde al promedio + SEM, el nUmero de ovarios analizados corresponde al nimero que
esta al interior del gréfico. Se utilizaron las pruebas estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.
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d.2 Foliculos primarios totales, saludables y atrésicos

Se analizaron los foliculos primarios totales, saludables y atrésicos (figura 11). En la
figura 11A, no hay cambios en ratas controles a los 6, 8 y 10 meses de edad, sin
embargo, muestran una tendencia a menor cantidad en ratas de 8 meses de edad.
Las ratas tratadas con ISO a las mismas edades, no hay efecto. Al observar los
foliculos saludables (figura 11B), no se observan cambios en ratas controles a
medida que avanzan de edad y no hay efecto en ratas tratadas con ISO. Como se
muestra en la figura 11C, existe un aumento significativo en el numero de foliculos
primarios atrésicos a los 10 meses de edad, comparado con ratas de 6 y 8 meses de

edad. No se encontré efecto del ISO en ratas de 6, 8 y 10 meses de edad.
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Figura 11. Foliculos primarios totales, Foliculos primarios saludables y Foliculos primarios atrésicos.
(A) El numero de Foliculos primarios totales es la suma de los Foliculos primarios saludables y
atrésicos. (B) Foliculos primarios saludables. (C) Foliculos Primarios Atrésicos. La barra corresponde
al promedio + SEM, el numero de ovarios analizados corresponde al nimero que esta al interior del
grafico. La diferencia se obtiene con un ANOVA de una cola, p<0,01 = **.
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d.3 Foliculos secundarios totales, saludables y atrésicos

Se analizaron los foliculos preantrales secundarios totales, saludables y atrésicos
(figura 12). Del total de foliculos secundarios (figura 12A), se obtuvo una leve
tendencia a la disminucién a medida que las ratas envejecen, mientras que en ratas
tratadas con ISO no se observan cambios. En la figura 12B, se encontré que los
foliculos secundarios saludables disminuyen con la edad; ratas tratadas con ISO
existe un aumento significativo en ratas de 10 meses de edad respecto a su control.
Como se observa en la figura 12C, la edad no cambia la cantidad de foliculos
secundarios atrésicos, en cambio, si administramos ISO se encuentra que sélo en
ratas de 6 meses de edad hay una menor cantidad de foliculos secundarios

atrésicos.
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Figura 12. Foliculos secundarios totales, Foliculos secundarios saludables y Foliculos secundarios
atrésicos. (A) El niumero de Foliculos secundarios totales es la suma de Foliculos secundarios
saludables y atrésicos. (B) Foliculos secundarios saludables. (C) Foliculos Secundarios Atrésicos. La
barra corresponde al promedio + SEM, el nUmero de ovarios analizados corresponde al nimero que
esta al interior del grafico. La diferencia se obtiene con un t de Student de una cola, p<0,05 = *. La
diferencia se obtiene con un ANOVA de una cola, p<0,05 = *, p<0,01 = **.
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e. Foliculos antrales

e.1 Foliculos Antrales saludables y atrésicos

El numero de foliculos antrales totales se muestra en la figura 13. En la figura 13A,
observamos que a medida que las ratas envejecen disminuye la cantidad de foliculos
saludables. Mientras que a los 6 meses de edad, ratas tratadas con ISO se observa
un aumento significativo de la cantidad de foliculos antrales atrésicos respecto a su

control (figura 13B).
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Figura 13. Foliculos antrales saludables y Foliculos antrales atrésicos. (A) Foliculos antrales
saludables. (B) Foliculos antrales atrésicos. Las barras corresponden al valor minimo y maximo. El
namero de ovarios analizados es 5 para ratas control de 6 meses de edad y 4 para las restantes. La
diferencia se obtiene con un t-test de Student de una cola, p<0,05 = *. La diferencia se obtiene con un
ANOVA de una cola, p<0,05 = *,
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f. Estructuras Quisticas

A medidas que las ratas se acercan al periodo de subfertilidad se observé un mayor
numero de foliculos quisticos (figura 14C), mientras que las ratas tratadas con ISO
no hay un aumento en la cantidad de estas estructuras, excepto en ratas de 10
meses de edad donde encontramos que el tratamiento disminuyo la cantidad de
quistes. La figura 14B, muestra la cantidad de prequistes y observamos una leve
tendencia hacia el aumento a medidas que las ratas aumentan de edad y si son
administradas con isoproterenol. Los foliculos tipo Il (figura 14A) no aumentan con la
edad, sin embargo, si administramos ISO, en las tres edades estudiadas hay un

aumento significativo en la cantidad.
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Figura 14. Estructuras quiticas (A) Foliculos Tipo lll. (B) Prequistes. (C) Quistes foliculares. Las

barras corresponden al valor minimo y maximo. El nUmero de ovarios analizadas son 5 para control de
6 meses de edad y 4 para las restantes. La diferencia se obtiene con un ANOVA de una cola, p<0,05
=% p<0,01 =**.
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6.2. Objetivo 2.- Determinar la ciclicidad estral, los niveles de las hormonas
esteroidales plasmaticas y los niveles de la hormona peptidica AMH en
animales tratados con Isoproterenol, durante el periodo de fertilidad y

subfertilidad.

a. Ciclicidad estral en ratas tratadas con ISO

La ciclicidad estral es un muy buen parametro del comportamiento de la
funcionalidad ovarica del animal, pues los cambios en el epitelio vaginal, suelen ser
indicativos de las variaciones hormonales propias de la ciclicidad estral. Como se
observa en las figuras 15 A, C y E, las ratas a medida que progresa la edad, desde la
fertilidad 6ptima (6 meses de edad) hacia el periodo de subfertilidad (10 meses de
edad) comienzan a tener menos ciclos y estos son irregulares, mientras que en las
ratas administradas con ISO, los ciclos estrales no se alteraron con el tratamiento

figuras 15 B, Dy E.
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Figura 15. Graficos representativos de la ciclicidad estral. Animales de 6 meses de edad (A) control,
(B) Isoproterenol; animales de 8 meses de edad (C) control y (D) Isoproterenol; animales de 10 meses
de edad (E) control y (F) Isoproterenol. Se grafica como P = proestro, E = estro y D = metaestro y
diestro. La ciclicidad se obtuvo mediante frotis vaginal diario con observacion al microscopio. Un ciclo
estral normal se considera como el paso de P a E, seguido necesariamente por un D. Las barras
indican los 10 dias de tratamiento.
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Al analizar el porcentaje de ovulacidn, que corresponde a un ciclo completo de
proestro-estro y diestro, observamos que a medida que avanza hacia la subfertilidad
las ratas dejan de ovular, ya que hay una disminucion significativa hacia los 10
meses de edad. Las ratas tratadas con ISO a los 6 meses de edad no afecta el
porcentaje de ovulacion respecto a su control; efecto que se repite en las ratas de 8 y
10 meses de edad tratadas con ISO (figura 16). Si desglosamos cada estado del
ciclo, podemos concluir que, existe una tendencia hacia la disminucion del porcentaje
de diestros a medida que las ratas entran a la etapa de subfertilidad (figura 17A). Al
comparar las ratas tratadas con ISO, no se observa aumento o disminucién del
porcentaje de diestros en las diferentes edades. El porcentaje de proestros (figura
17B) no se observan cambios en las diferentes edades; efecto similar en las ratas
tratadas con ISO en las diferentes edades. Como se observa en la figura 17C, a
medida que las ratas envejecen hay un aumento significativo del porcentaje de
estros, recordemos que las ratas a medida que avanzan en edad presentan un
aumento del numero de quistes que se relaciona con un ciclo estral continuo.
Mientras que las ratas tratadas con ISO no se observa un aumento ni disminucién del

porcentaje de estros en las diferentes edades.
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Figura 16. Porcentaje de ciclicidad. Determinado como el porcentaje de ratas que han presentado al
frotis vaginal un ciclo completo (proestro-estro-metaestro y diestro). Las barras corresponden al valor
minimo y maximo. El niumero de ratas analizadas son 4 y 3 para el grupo de 10 meses ISO. La
diferencia se obtiene con un t de Student de una cola, p<0,05 = *.

[A

Metaestro/Diestro

Porcentaje
N w
o o
—

Edad (meses)

Proestro

Estro

5 1004 .
“1=
£p=el; . -opbt
: dgos
1 204
O T T T T T O T T T T T
S O S O S O O O O O S O
S S O N & v & o & 9
Oo ] Ioo L 1 C)o ] oo I | ()o L ] Qo [l 1
T 1 T 1 T 1 r T r 1
6 8 10 6 8 10
Edad (meses)

Edad (meses)

Figura 17. Porcentaje de permanencia en las diferentes etapas del ciclo estral. Corresponde al
porcentaje de ratas que han presentado al frotis vaginal Metaestro/Diestro (A), Proestro (B) y Estro
(C). Las barras corresponden al valor minimo y maximo. El nimero de ratas analizadas son 4 y 3 para
el grupo de 10 meses ISO. La diferencia se obtiene con un t de Student de una cola, p<0,05 = *.
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b. Niveles de las hormonas esteroidales plasmaticas

Los niveles de las hormonas esteroidades Progesterona (P), Androstenediona (A) y
Estradiol (E) plasmaticas se muestra en la figura 18. Los niveles de las tres
hormonas estudiadas disminuyen progresivamente con la edad, observando una

disminucioén en el periodo de subfertilidad.

La progesterona sérica disminuye progresivamente con el avance de la edad
respecto al control de 6 meses de edad (periodo de fertilidad éptima) (figura 18A). La
activacion [B-adrenérgica dada por la administracion de ISO afecta en forma
diferencial el contenido de hormona sérica dependiendo de la edad del animal. En
ratas de 6 meses de edad tratadas con ISO, los niveles de P disminuyen
significativamente respecto a su control, al cuantificar la cantidad de cuerpos luteos
observamos que hay una disminucién significativa respecto a su control (figura 19A).
A los 8 meses de edad no se observan diferencias significativas en los niveles de
progesterona sérica ni cantidad de cuerpos luteos (figuras 18A y 19A
respectivamente). Mientras que a los 10 meses de edad, se observa una tendencia a
la disminucion de los niveles de P y cantidad de cuerpos luteos comparados con 6 y
8 meses de edad, sin embargo, se observa un aumento significativo de la cantidad
de cuerpos luteos a los 10 meses de edad I1SO respecto a su control (figuras 18A y

19A).

Los niveles de Androstenediona en ratas de 6 meses de edad tratadas con ISO

también presentan una disminucion significativa respecto a su control (figura 18B); a
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los 8 meses de edad no se observo efecto de ISO, sin embargo, al avanzar en edad,
las ratas de 10 meses de edad mostraron un aumento significativo respecto a su

control de 10 meses de edad.

Los niveles de Estradiol a los 6 meses de edad ISO se observo una disminucion

significativa respecto a su control (figura 18C); y a los 8 y 10 meses de edad no se

observo efecto del ISO.
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Figura 18. Concentracion plasmatica de hormonas esteroidales. (A) niveles de progesterona
plasmatica, (B) niveles de androstenediona, y (C) niveles de estradiol. Dentro de cada barra se indica
en numero de animales en cada medicidn. Las barras corresponden al valor minimo y maximo. La

diferencia se obtiene con un t-test de Student de una cola, p<0,05 = *, p<0,01 =**; y ANOVA de una
cola, p<0,05 = *, p<0,01 = **, p<0,001 = ***.
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Figura 19. Cuerpos luteos y Foliculos luteinizados. Las barras corresponden al valor minimo y
maximo. El niumero de ovarios analizados son 5 para control de 6 meses de edad y 4 para las
restantes. La diferencia se obtiene con un t de Student de una cola, p<0,05 = * y ANOVA de una cola
p<0,05 = *,

c. Niveles de la hormona peptidica AMH

Evidencias descritas en la literatura han demostrado que los niveles de AMH séricos
pueden ser utilizados como un indicador de la reserva folicular, permitiendo
relacionar los niveles de AMH séricos con el contenido de foliculos primordiales. La
concentracion de AMH (figura 20) no cambia en ratas controles entre 6 y 8 meses de
edad, sin embrago, se observd una disminucién de los niveles plamaticos de la
hormona en ratas de 10 meses de edad, comparado con ratas de 8 meses de edad.
El tratamiento con ISO no alterd los niveles de AMH en ratas de 6 y 8 meses de

edad, pero si aumentaron los niveles de AMH en ratas de 10 meses de edad.
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Figura 20. Niveles plasmaticos de la hormona peptidica AMH. Las barras corresponden al valor
minimo y maximo. La diferencia se obtiene con un t de Student de una cola, p<0,01 = ** y ANOVA de

una cola, p<0,05 =*.
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6.3. Objetivo 3.- Determinar el contenido de receptores [-adrenérgico,
noradrenalina ovarica y su metabolito MHPG (3-metoxi-4-hidroxifenilglicol) en
ratas tratadas con Isoproterenol, durante el periodo de fertilidad y

subfertilidad.

a. Concentracion de receptores B-adrenérgicos

Al observar la concentracion de receptores B-adrenérgicos en ratas tratadas y sus

controles no observamos cambios en las diferentes edades estudiadas (figura 21).
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Figura 21. Concentracion de receptores B-adrenérgicos. La barra corresponde al promedio + SEM, el
namero de ovarios analizados corresponde al numero que esta al interior del grafico. Se utilizaron las
pruebas estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.
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b. Concentracion de NA y su metabolito MHPG ovarico

La regulacion del ovario, posee un importante componente dado por el SNS, por
tanto al estimular esta comunicacion con el ovario, activando los receptores [3-
adrenérgicos, esperabamos observar un aumento en la actividad del SNS que inerva

el ovario, para ello se determind la concentracion de NA y de su metabolito MHPG.

Como se observa en la figura 22, la concentracion de catecolaminas no es
modificado por la edad ni por el tratamiento con Isoproterenol en ratas durante el
periodo de fertilidad ni subfertilidad. La noradrenalina ovarica corresponde a la que
se encuentra contenida en las vesiculas de los terminales nerviosos simpaticos, al no
detectar cambios en la concentracion de NA, se determiné la sintesis de
catecolaminas midiendo su metabolito, y asi observar un aumento en la liberacion o
una disminucion en la sintesis. Para poder observar este cambio (como reflejo de la
actividad del terminal nervioso) se midi6 la concentracion de MHPG ovarico, el
principal metabolito formado por la accion secuencial de las enzimas monoamino

oxidasa (MAOQ) y catecol-o-metil transferasa (COMT) en el terminal nervioso.

La figura 23 muestra la concentracion de MHPG donde se observa que ni la edad ni
el tratamiento modifica la concentracion del metabolito. Al comparar las ratas
tratadas con Isoproterenol no existe diferencia significativa con sus controles (el

equipo solo detectd algunas muestras del total medidas). Utilizando los resultados
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anteriores (figuras 22 y 23), se comparo la concentracion de [MHPGJ/[NA] en el tejido
ovarico de ratas en el periodo de subfertilidad. Existe un menor recambio a los 10
meses de edad comparados a los 6 meses, y al administrar ISO en esta edad

también observamos un menor recambio (figura 24).
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Figura 22. Concentracién de NA ovarica. La barra corresponde al promedio + SEM, el nimero de
ovarios analizados corresponde al numero que esta al interior del grafico. Se utilizaron las pruebas
estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.
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Figura 23. Concentracion de MHPG ovarico. La barra corresponde al promedio + SEM, el nimero de
ratas analizadas son 5 para control de 6 meses de edad y 4 para las restantes. Se utilizaron las
pruebas estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.
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Figura 24. Razon MHPG/NA ovarica. La barra corresponde al promedio + SEM, el numero de ratas
analizadas son 5 para control de 6 meses de edad y 4 para las restantes. La diferencia se obtiene con
un t de Student de una cola, p<0,05= * y ANOVA de una cola, p<0,05 ="*.
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7. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo estimular los receptores -adrenérgicos con
un agonista, Isoproterenol, para simular un efecto de sobre-estimulacion simpatica en
el ovario de ratas en periodo de fertilidad y subfertilidad, y asi experimentalmente
determinar si la activacion B-adrenérgica puede adelantar la subfertilidad en ratas
fértiles. En el periodo de subfertilidad y al final del periodo reproductivo, tanto nuestro
laboratorio como otros investigadores, han demostrado que existe un aumento
espontaneo de estructuras quisticas en el ovario con el envejecimiento ovarico, lo
qgue se correlaciona con un aumento en la actividad simpatica del ovario, dada por el
aumento en la liberacion y contenido de NA ovarica (Acufa y cols., 2009 y Chavez-
Genaro y cols., 2007). En ratas Sprague Dawley, la subfertilidad se inicia de los 8
meses de edad, ya que a esta edad la ciclicidad estral se ve afectada, también existe
una disminucion del porcentaje de ovulacion, el porcentaje de partos disminuye mas
de un 50% y los niveles de las hormonas esteroidales también estan disminuidas

comparadas con ratas de 6 meses de edad con Optima fertilidad (Acufia 2008).

La dosis utilizada del agonista -adrenérgico, induce hipertrofia cardiaca, (Benjamin y
cols 1989), y es una excelente herramienta para inducir in vivo una sobre
estimulacion de los receptores (B-adrenérgicos (Luna y cols., 2012). Estos autores
demostraron que esta dosis administrada en ratas jovenes durante 10 dias
consecutivos y observadas 30 dias después, produce un aumento de las estructuras

foliculares prequisticas y quisticas. En nuestro estudio, al administrar ISO en ratas de
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6, 8 y 10 meses de edad observamos un aumento de estructuras quisticas como los
foliculos tipo Ill, estructuras que en nuestro grupo de trabajo, se sugiere que son los
precursores tempranos de los quistes foliculares responsables de la anovulaciéon en
ratas (Acufa y cols., 2009). Segun el desarrollo de estas estructuras vista por Lara y
cols (2000) 30 y 60 dias post- tratamiento con VE podriamos sugerir que el tiempo
necesario para visualizar quistes foliculares en estas ratas fue muy corto, ya que el
tiempo que demora en pasar de foliculo tipo Ill a quistes es aproximadamente 60
dias, por lo tanto, sugerimos mas estudios en estos tiempos. Por otro lado, si se
bloquea esta sobre-activacion con un antagonista (-adrenérgico, como propanolol,
se observa un aumento del numero de foliculos sanos y una disminucion de la
cantidad de foliculos quisticos (Fernandois y cols., 2012). Estos antecedentes en
conjunto sugieren que el SNS tiene un rol importante en fomentar el desarrollo de

estructuras quisticas tanto en ratas fértiles como subfértiles.

Tanto en mujeres como en otros mamiferos, el tamafo de la reserva ovarica
disminuye drasticamente con la edad (Gougeon, 2004). En mujeres, la atresia
folicular se produce durante toda su vida, antes o después del reclutamiento folicular
de manera dependiente o independiente del ciclo menstrual, tanto jovenes como
mayores. Sin embrago, no se conoce la regulacion de estas dinamicas cambiantes
del foliculo durante el envejecimiento ovarico (Wilkosz y cols. 2014). Al analizar la
morfologia ovarica, la atresia de estos foliculos es dificil de apreciar, ya que el

ovocito es la primera célula en desaparecer, lo que sugiere que el ovocito puede
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tener un mecanismo intrinseco para la activacion de la apoptosis (Gougeon, 2004).
Aunque la apoptosis puede ocurrir en todas las etapas del desarrollo folicular, en
roedores, los foliculos preantrales en transicion a antrales son muy susceptibles a la
atresia folicular (Mcgee y Hsueh 2000). En nuestro estudio, hemos querido analizar
los cambios en la morfologia ovarica durante el envejecimiento reproductivo,
comparando la edad y sobre-estimulacion de los receptores -adrenérgicos en ratas
fértiles y subfértiles. Durante el envejecimiento ovarico se observé un aumento de la
cantidad de foliculos primarios atrésicos; una disminucion de los foliculos
secundarios saludables; una disminucion de la cantidad de foliculos antrales
saludables, efecto que fue observado en todas las edades. Todas estas
observaciones concuerdan con un inicio de la alteracion de la reserva folicular, datos
que también coinciden con los cambios observados durante el envejecimiento
ovarico de la rata, publicado por Acuia y col. (2009) y Chavez-Genaro y cols. (2007).
Por otro lado, como se observa en la figura 25, la administracion de ISO no afecto el
reclutamiento folicular ni el crecimiento de los foliculos antrales en todas las edades
estudiadas; sin embargo, en ratas fértles de 6 meses de edad, este agonista
aumento la atresia de los foliculos antrales, sugiriendo una detencién de la ovulacién,
semejante a lo observado en ratas de 10 meses de edad sin tratamiento, indicando
que el ISO aumenta la atresia de los foliculos antrales, alterando el desarrollo
folicular de forma semejante a las caracteristicas de un ovario de rata subfértil
(Acufia y cols 2009). Estas alteraciones también fueron observadas en el modelo
experimental de ovario poliquistico inducido con VE en ratas jovenes de 2 y 6 meses

de edad (Sotomayor-Zarate y cols. 2007, Cruz y cols. 2012). Especificamente se
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observé que una dosis unica de VE neonatal es capaz de generar un efecto
deletéreo tanto en la foliculogénesis como en la esteroidogénesis, modificando
permanentemente la actividad simpatica del ovario y generando cambios en el
desarrollo folicular adulto, lo que llevd a una condicion de ovario poliquistico
(Sotomayor-Zarate y cols., 2008), que persistieron durante toda la vida reproductiva.
Por el contrario, en nuestro estudio se administré6 un B-agonista por 10 dias y se
observé 20 dias después, no se observaron efectos permanentes en los ovarios de
las ratas tratadas, ya que recordemos que la foliculogénesis en rata demora unos 61
dias aproximadamente (Mcgee y Hsueh, 2000), es posible que el tiempo necesario
para visualizar cambios importantes como en el reclutamiento folicular no fueron
observados, es por ello, que se sugiere estudiar a los 30 6 60 dias post tratamiento
con ISO en estas edades. Por otro lado, observamos un efecto en ratas de 6 meses
de edad ya que al compararlas con ratas de 10 meses sin tratamiento se asemejan
morfolégicamente, es decir, observamos que en estas ratas fértiles un adelanto del

envejecimiento.

63



Porcentaje de Reclutamiento

100+
804
60+

4o.éQEEE=

201

Porcentaje

0 T T T T T T
O o> O o (¢)
S € & & &
N O O
F —" —

6 8 10

Edad (meses)

Figura 25. Porcentaje de reclutamiento. Las barras corresponden al valor minimo y maximo, el
namero de ratas analizadas son 5 para 6 meses de edad control y 4 para los restantes. Se utilizaron
las pruebas estadisticas: t de Student de una cola, y ANOVA.

En este trabajo, se observd que a medida que las ratas envejecen, pierden la
capacidad de ciclar. Las ratas de 10 meses de edad comienzan a tener ciclos
irregulares, por consiguiente no ovulan, comparadas con ratas jévenes de 6 meses
de edad. Esta condicion fue demostrada en nuestro analisis comparando el
porcentaje de ciclicidad de ratas de 6 meses de edad versus ratas de 10 meses de
edad. Sin embargo, la administracion de ISO no afecté el porcentaje de ciclicidad de
las ratas tratadas, sugiriendo que el tratamiento no compromete la ovulacion, datos

que concuerdan con lo publicado por Luna (2013).

Otro factor que determina la subfertilidad es la disminucion de las hormonas
esteroidales. La produccidn de estas hormonas por el ovario esta sujeta a un

complejo mecanismo de regulacién en el que las hormonas hipofisarias FSH y LH
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juegan el papel determinante. Si observamos la evolucién de las diferentes hormonas
a lo largo del ciclo menstrual, es evidente que el ovario responde de manera muy
precisa a la estimulacion de las hormonas hipofisarias (figura 26). Al observar la
figura 26, vemos que el ciclo estral de la rata es de 4 dias (barras grises indican la
noche, 6 p.m. 06 a.m.), observamos las fluctuaciones de: estrogenos, progesterona,

LH y FSH. Por el contrario, en mujeres el ciclo menstrual es de 28 dias.

a Rodent b Human
Estrogen

‘__'ij\f—‘/ EStrogen
Progesterone Progesterone

LH

FSH FSH
'\/-\—" d
I Qv I \)6 | o [l N e e
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(,f}& \09?\ & 09\@ Days
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Figura 26. Comparacion del ciclo estral de la rata (a) y el ciclo menstrual de la mujer (b) (Staley y
Scharfman, 2005)

En nuestro laboratorio hemos observado que a medida que las ratas avanzan hacia
la subfertilidad existe una disminucion de los niveles plasmaticos de las hormonas
esteroidales, como progesterona, androstenediona y estradiol (Acufia y cols. 2009)
resultados encontrados en nuestro trabajo. Sin embargo, la administraciéon de ISO

s6lo afecto la sintesis de estas hormonas en ratas de 6 meses de edad, datos que se

65



relacionarian con la menor cantidad de foliculos saludables y cuerpos luteos que son
las principales estructuras donde se sintetizan estas hormonas. Semejante a lo
observado en ratas viejas por Acufia y cols (2009). Por lo tanto, esto sugiere que las
ratas de 6 meses de edad al sobre-estimular los receptores [-adrenérgicos, se
asemejarian a las ratas de 10 meses de edad, donde se observo que a esta edad
disminuyeron los niveles plasmaticos de progesterona y cantidad de CL. Por otro
lado, al observar las ratas de 8 meses de edad el tratamiento con ISO no afecto la
foliculogénesis ni la sintesis hormonal. En ratas tratadas de 10 meses de edad,
observamos un aumento en la cantidad de cuerpos luteos, que no se relaciona con
un aumento de los niveles de progesterona plasmatica. Como se observa en la figura
27, la mayoria de los cuerpos luteos se concentran en tamafios pequefios,
estructuras que no son capaces de sintetizar esta hormona ya que son estructuras
de ciclos anteriores, sugiriendo una detencion en la atresia de estas estructuras, por
lo cual, se sugiere mayores estudios para determinar alguna falla en la ruta de la
esteroidogénesis o falla de la apoptosis de estos cuerpos luteos. Por otro lado,
encontramos un aumento en los niveles plasmaticos de la hormona
androstenediona, sugiriendo una estrecha relacion con el aumento de foliculos tipo IlI
a esta edad (Aguado, 1982). Los foliculos tipo Il se caracterizan por poseer una gran
capa de CG y una capa de CT hipertrofiada, las cuales poseen, receptores
estrogénicos y LHR (Bao y cols. 2000). Con estos datos sugerimos que la sobre-
estimulacién de los receptores B-adrenérgicos afectaria la fertilidad de las ratas de 6
meses de edad, ya que afecta tanto la foliculogénesis como las sintesis de hormonas

esteroidales (figura 29). Sin embargo, estos efectos no son observados en ratas
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subfértiles 20 dias post administracion del agonista (3-adrenérgico sugiriendo un
efecto de down-regulation de los receptores, siendo un efecto de proteccion ante la
sobre estimulacion del ISO sobre el ovario, de forma similar a lo que ocurre en el
caso del corazon, otro 6rgano regulador de forma importante por el tono simpatico
(Sanz-Rosa, 2011). Este efecto de down-regulation en el ovario requiere ser aclarado

con un futuro estudio.
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Figura 27. Tamafos de cuerpos luteos en ratas de 10 meses de edad. Las barras corresponden al
promedio * SEM, el numero de ratas analizadas son 4.

El agotamiento de la reserva folicular resulta en el cese de la menstruacion y por
ende de la capacidad reproductiva. La caida de los niveles plasmaticos de estrogeno
e inhibina produce elevadas concentraciones de FSH y LH, produciendo en la mujer
cambios fisicos, emocionales y funcionales (Swanton y Child, 2005). Por este motivo

hemos analizado los niveles plasmaticos de LH para comparar los resultados con lo
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que se observa en la rata. A medida que la rata ingresa a la etapa de subfertilidad
aumentan los niveles plasmaticos de LH (figura 28). Este efecto no es observado al
sobre-estimular los receptores B-adrenérgicos, ya que el ISO es un farmaco que no
atraviesa la barrera hematoencefalica (Flores 1998), y a su vez estamos evaluando
el efecto 20 dias después de terminado la administracion de ISO cuando,
probablemente todo el ISO administrado fue degradado. Si bien la NA regula la
actividad de las neuronas gonadotropicas, el farmaco al no cruzar la barrera
hematoencefalica no afectaria la secrecion de LH y no deberia observar un efecto
directo en la sintesis de hormonas esteroidales. El efecto esperado era un aumento
en los niveles de LH y que se deba principalmente al cambio de hormonas
esteroidales, por el mecanismo de down-regulation en el eje hipotalamo-hipdfisis-

ovario, lo que no fue observado.

Niveles plasmaticos de LH

HTH
[H
L]
a
HTH
(IH

Edad (meses)

Figura 28. Niveles plasmaticos de la LH. Las barras corresponden al valor minimo y maximo, el
namero de ratas analizadas son 5 para 6 y 8 meses de edad, y 6 para ratas de 10 meses de edad. La
diferencia se obtiene con ANOVA de una cola, p<0,05=*.
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Evidencias descritas en la literatura han demostrado que los niveles de AMH séricos
pueden ser utilizados como un indicador de la reserva folicular, permitiendo
relacionar los niveles de AMH séricos con el contenido de foliculos secundarios
sanos (Buyuk y cols, 2011). Como el ISO afecta el desarrollo folicular, resulta
interesante medir los niveles de AMH para determinar que sucede con los foliculos
preantrales. Nuestros datos indican que la AMH plasmatica disminuye a los 10
meses de edad comparados con ratas de 8 meses de edad, relacionandolos con la
menor cantidad de foliculos secundarios a los 10 meses. En ratas tratadas, se
observé un aumento de los niveles plasmaticos de AMH a los 10 meses de edad, lo
que se relacionaria con un aumento en el numero de foliculos secundarios
saludables observados en este grupo, indicando un aumento en el reclutamiento
folicular, al observar la figura 25, al realizar el analisis no existe un aumento en el
porcentaje de reclutamiento, es por ello que sugerimos que los altos niveles de AMH
estaria generando una detencion del crecimiento hacia foliculos antrales, ya que la
accion autocrina de la AMH en las CG de estos foliculos podrian controlar la
maduracion folicular y/o la seleccion del foliculo a ovular (Baarends y cols. 1995).
Como ha sido demostrado en mujeres la AMH es altamente expresada y secretada
por las CG del cumulo en pacientes de edad avanzada, sugiriendo que la AMH
puede estar involucrada en el proceso de envejecimiento folicular (Kedem y cols.,
2014). También se ha demostrado que existe altos niveles plasmaticos de AMH en
pacientes con PCO debido al aumento de foliculos antrales pequefios y que sus CG
secretan mas esta hormona (Pellat y cols., 2010). Segun los datos obtenido por

Martinez (2014) en el modelo de PCO en ratas al administrar EV neonatal indujo una
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sobre-expresion de AMH debido a modificaciones epigenéticas, abriendo un nuevo
mecanismo para comprender esta patologia que afecta a mujeres. En nuestro caso,
sugerimos medir los niveles plasmaticos de AMH a los 30 y 60 dias después de la
ultima dosis de ISO, acordes de los tiempos del desarrollo folicular como

reclutamiento y formacion de quistes foliculares en las distintas edades estudiadas.

El ovario es regulado por el sistema nervioso simpatico, comienza en el hipotalamo y
desde alli se proyectan neuronas que mediante una serie de sinapsis, viajan por la
meédula espinal para salir y hacer relevo en el ganglio celiaco, lugar donde se ubica el
soma de las neuronas simpaticas que proyectan sus terminales nerviosos hacia el
ovario. Los nervios simpaticos liberan desde sus terminales nerviosos principalmente
el neurotransmisor NA. Los nervios simpaticos ovaricos participan en el desarrollo
folicular, secrecion de esteroides y ovulacion a través de la activacion del receptor [32-
adrenérgico. Por lo tanto, cambios en la actividad nerviosa del ovario pueden alterar
la correcta fisiologia ovarica y desencadenar eventos que lleven a patologias
ovaricas (Dorfman y cols. 2003). Al analizar la regulaciéon nerviosa del ovario, los
niveles de los receptores [3-adrenérgicos varian con la edad, aumentando a los 6 y
12 meses de edad, aunque no existe diferencia significativa en las edades
estudiadas (6, 8 y 10 meses de edad) (Fernandois 2011,). Ademas la presencia de
adrenoreceptores 32 en las células tecales y células de la granulosa del ovario de
rata fluctuan en relacion al ciclo estral, pico de LH y a la formacién de cuerpos luteos
(Aguado y cols 1982, Ferruz y cols. 1991). La importancia de esto radica en que las

ratas estudiadas fueron eutanasiadas en estro, por ende, los niveles encontrados de
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los receptores f-adrenérgicos son los basales. Por otro lado, durante la etapa de
subfertilidad en ratas, se ha encontrado un aumento de noradrenalina, aumento que
es precedido por un aumento de NGF, generando un aumento de la formacion de
foliculos quisticos (Acufia y cols. 2009 y Nugent y cols 2012). Estos altos niveles de
noradrenalina se relacionan con infertilidad en la etapa de subfertilidad en ratas
(Nugent y cols 2012). En nuestro trabajo al sobre-estimular con Isoproterenol el
sistema [-adrenérgico en ratas fértiles y subfértiles, las concentraciones de
noradrenalina y de receptores [(-adrenérgicos no presentaron diferencias
significativas, datos que concuerdan a los encontrados por Luna y cols. (2012) en
ratas jovenes fértiles. Esto sugiere la posibilidad de que una desensibilizacion de los
receptores pudiera ocurrir frente a una exposicion prolongada o repetida del agonista
(Broadley 1999), como lo que se describié en el modelo de PCO inducido por VE en
ratas, en que una mayor liberaciéon de NA desde los terminales nerviosos del ovario
coincide con una regulacién negativa de los receptores p-adrenérgicos (Lara y cols.
1993). En este caso la perdida de sensibilidad de los receptores o la funcionalidad de

estos durante el envejecimiento ovarico requiere ser estudiada.
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8. Modelos Propuestos

Ratas de 6 meses de edad con ISO Preovulatorio
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Figura 29. Ratas de 6 meses de edad tratadas con ISO. Las fechas negras continuas, indican la via
clasica de la foliculogénesis, desde el desarrollo de foliculo primordial hasta un foliculo preovulatorio
para su ovulacién y mantencion de la especie, la X roja indica que el tratamiento con ISO la estaria
frenando. Las flechas negras discontinuas sefialan las vias alteradas de la foliculogénesis, como
atresia folicular y desarrollo de estructuras quisticas. Las flechas rojas indican que el tratamiento con
ISO aumenté la atresia folicular (secundarios y antrales) y disminuyo la cantidad de CL. Las flechas
verdes, indican los niveles plasmaticos de las hormonas esteroidales (P, progesterona, A,
androstenediona y E, estradiol).
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Ratas de 10 meses edad con ISO P
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Figura 30. Ratas de 10 meses de edad tratadas con ISO. Las fechas negras continuas, indican la via
clasica de la foliculogénesis, desde el desarrollo de foliculo primordial hasta un foliculo preovulatorio
para su ovulacién y mantencion de la especie, la X roja indica que el tratamiento con ISO la estaria
frenando el desarrollo de foliculos antrales. Las flechas negras discontinuas sefialan el desarrollo de
estructuras quisticas, la X roja indica que el tratamiento con ISO la estaria frenando el desarrollo de
quistes foliculares. Las flechas rojas indican que el tratamiento con ISO: aumenté la cantidad de
foliculos secundarios, foliculos tipo lll, disminuyé la cantidad de quistes y aumento la cantidad de CL.
Las flechas verdes, indican los niveles plasmaticos de las hormonas esteroidales y AMH, el
tratamiento con ISO aumenté los niveles plasmaticos de AMH y A.
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9. Conclusion

El presente trabajo sugiere que la sobre-estimulacidon -adrenérgica afecta la funcion
ovarica, indicando un adelanto del envejecimiento ovarico en ratas fértiles y contrario
a lo propuesto, en ratas en periodo subfértil se observé una leve mejoria de la
foliculogénesis que no es suficiente para recuperar la funcionalidad ovarica. Ambos
resultados apoyan la idea que el sistema nervioso simpatico tiene un rol importante

en la funcién ovarica.
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10. Proyeccioén del trabajo

Debido a que la mujer actual esta postergando su maternidad justo en el periodo que
declina la fertilidad, es necesario entender como actuan los mecanismos de
regulacion endocrinos y nerviosos durante esta ventana de tiempo, para poder

ayudar a una concepcion efectiva.

Gracias al uso de un modelo animal, en este trabajo se concluyé que la sobre-
activacion de la regulacion nerviosa puede alterar la morfologia ovarica,
envejeciendo el ovario prematuramente. Aunque es un proceso poco claro y que
requiere un mayor estudio, conocer los factores que regulan la fertilidad podria ser
de mucha ayuda. Se podria utilizar herramientas farmacologicas que bloquearan una
sobre-activacion de la via B-adrenérgica en la ventana de fertilidad, con el objetivo de
aplazar el desarrollo de estructuras quisticas o bien recuperar la funcionalidad
ovarica. Esto cobra relevancia en la actualidad, donde la mujer esta constantemente
sometida a situaciones de estrés educacional, social, laboral, econémico, etc. que
alteran la funcionalidad ovarica y si a esto se suma la postergacion de la maternidad
hacia el periodo de subfertilidad, se agrava aun mas el problema. El hecho que
podamos inhibir la activacion nerviosa, probablemente nos permitira mejorar la

funcion reproductiva.
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