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RESUMEN

La evidencia experimental sugiere que la funcién ovarica es controlada por el
sistema nervioso simpatico, regulando la secrecién de esteroides, el desarrollo folicular
y la ovulacion. Publicaciones recientes apoyan la presencia de un sistema colinérgico
intraovarico que se localiza principalmente en las células de la granulosa, y esta
involucrado en el desarrollo de los foliculos ovéricos y por lo tanto en el ovulacion.
Interesantemente, se ha sugerido que el estrés simpatico como la exposicion cronica
al frio activa, el sistema simpético y colinérgico. Sin embargo, no se sabe cuél es la
principal sefial que podria activar ambos sistemas. El factor de crecimiento nervioso
(NGF) promueve el crecimiento y diferenciacion de las neuronas colinérgicas en el
sistema nervioso central, pero la informacion en el ovario es limitada. El principal
objetivo de este trabajo es estudiar si NGF promueve la activacion del sistema
colinérgico intraovarico. Inicialmente, exploramos el sistema colinérgico en ratas en
edad peripuberal y adultas. Luego, ratas adultas fueron tratadas con valerato de
estradiol para desarrollar el fenotipo de ovario poliquistico y encontramos un aumento
en los niveles de noradrenalina y acetilcolina a través de un mecanismo mediado por
NGF. De hecho, la exposicion intraovérica in vivo de las ratas adultas a NGF por 28
dias, aumenté las enzimas tirosina hidroxilasa y la acetilcolinesterasa, sugiriendo que
el incremento de acetilcolina fue atenuado por el aumento de la enzima que degrada al
neurotransmisor. La exposicion in vitro del ovario prepuberal con 100 ng/mL de NGF
durante 3 hrs aument6 tanto la enzima colina acetiltransferasa como el transportador
vesicular de acetilcolina, pero solo indujo un incremento modesto en la acetilcolina. El
tratamiento in vivo disminuy6 los niveles de acetilcolina, aparecieron quistes ovaricos
y disminuyd el nimero de cuerpos luteos. En efecto, las ratas adultas tratadas con
carbacol (agonista colinérgico) durante 28 dias, disminuyeron los quistes y
aumentaron los cuerpos lateos. Con todo esto, demostramos que NGF también regula
el sistema colinérgico ovarico y lo postulamos como un regulador principal del control
autonémico dual. Ademas, determinamos que la acetilcolina, a través de los
receptores muscarinicos promueven el desarrollo folicular in vivo, sugiriendo que el
tratamiento con agonistas colinérgicos muscarinicos, podria ser un enfoque

terapéutico para tratar patologias ovaricas que afecten el desarrollo folicular.



ABSTRACT

Strong evidences suggest that the ovary function is controlled by the
sympathetic nervous system regulating steroid secretion, follicular development and
ovulation. Recent evidence supports the presence for an intraovarian cholinergic
system mainly located in granulosa cells, and involved in the development of ovarian
follicles and hence in ovulation. Interestingly, it has been suggested that sympathetic
stress as chronic exposure to cold, activates ovarian sympathetic and cholinergic
systems. However, it is not known which the primary signal that could activate both
systems is. The nerve growth factor (NGF) promoted cholinergic neurons growth and
differentiation in the central nervous system but in the ovary only limited information
exist. The main aim of this work is to study if NGF promotes the activation of the
intraovarian cholinergic system. Initially, we explored intraovarian cholinergic system in
peripuberal and adult rats. Then, adult rats were treated with estradiol valerate to
develop a polycystic ovary phenotype and we found increased ovarian norepinephrine
and acetylcholine levels through a NGF mediated mechanism. In fact, chronic
intraovarian exposure of adult rats for 28 days to NGF increased the tyrosine
hydroxylase enzyme and acetylcholinesterase, suggesting that the increase of
acetylcholine was attenuated by the increase of the metabolic enzyme. In vitro
exposure of the prepuber ovary with 100 ng/ml of NGF during 3 hours increased both
choline acetyltransferase enzyme and vesicular acetylcholine transporter expression
but only a modest increase in acetylcholine. In vivo NGF intraovarian administration
produced the appearance of follicular cyst and a decrease in the corpora lutea number,
through the decrease in acetylcholine levels. Indeed, adults rats treated with carbachol
during 28 days had a decreased number of follicular cysts and increased the number of
corpora lutea. All together, we demonstrated that NGF also regulates ovarian
cholinergic system and we postulated it as a main regulator of the dual autonomic
control. Besides, we determined that acetylcholine, through muscarinic receptor
promotes in vivo follicular development, suggesting that muscarinic cholinergic agonist
could be a therapeutic treatment for the ovarian pathologies affecting follicular

development.



1. INTRODUCCION

Diversos estudios han mostrado que la funcién ovérica es controlada por el
sistema nervioso simpdtico, regulando la secrecion de esteroides, desarrollo folicular y
ovulacién (Lara et al., 2002). El sistema nervioso simpético se comunica con el ovario
a través de dos vias: el nervio del plexo ovarico (NPO), que inerva principalmente las
arterias que irrigan al ovario; y el nervio ovarico superior (NOS), que se ubica sobre el
ligamento suspensorio, se ha visto en cercania anatomica a los foliculos en
crecimiento, particularmente en contacto con células de la teca (Gerendai et al., 2002;
Lawrence and Burden, 1980). Ademas, se ha descrito la presencia de terminales del
nervio vago inervando solamente los vasos sanguineos del 6rgano (Burden, 1978;
Gerendai et al., 2000). Evidencia reciente ha demostrado la presencia de un sistema
colinérgico intraovarico localizado en células de la granulosa (CGs) y esta involucrado
en el desarrollo de los foliculos, la ovulacion y la atresia de los foliculos antrales (Cruz
et al.,, 2015; Riquelme et al., 2019; Urra et al.,, 2016). Mas recientemente, se ha
descrito que un aumento crénico intraovarico de acetilcolina (ACh), por medio del
tratamiento con Huperzina (un inhibidor de colinesterasas), recupera la funcién ovérica
de las alteraciones provocadas por estrés cronico (Riguelme et al., 2021). A pesar del
conocimiento que se ha alcanzado en el area, se desconoce qué factores enddégenos
regularian la produccion intraovarica de acetilcolina. El factor de crecimiento nervioso
(NGF) fue el primer factor neurotréfico encontrado que regula las funciones ovaricas
de las neuronas noradrenérgicas que inervan el 6rgano, y recientemente se ha visto
en modelos in vitro de células de mono Rhesus y humano que induce un incremento
en la proteina colina acetiltransferasa (ChAT). En este proyecto se planted estudiar la
relacion del NGF con el sistema colinérgico no neuronal del ovario de la rata, que
podria llevar a un aumento del contenido de acetilcolina intraovarico. Ademas, a pesar
de que ya se conocen los efectos de NGF sobre el desarrollo folicular (tanto a corto
como largo plazo), hasta ahora no se ha estudiado si tales procesos podrian ser
mediados via la estimulacion del sistema colinérgico intraovarico. En este trabajo
presentamos informacion de un mecanismo neurotréfico comun actuando en las
neuronas noradrenérgicas y en las células productoras de ACh para balancear el tono

autonomico y mantener la homeostasis del 6rgano.

1.1 El ovario y su inervaciéon
El ovario es un 6rgano endocrino par e intraabdominal, que estda compuesto de
foliculos, una unidad funcional y anatémica compleja que se compone de células de la
teca en su parte mas externa, separada por una membrana basal de las CGs que

rodean al ovocito. Durante el desarrollo folicular, los foliculos tienen distintos cambios
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a nivel bioquimico y morfologico, y dependiendo del estado de desarrollo de cada
foliculo se denominan foliculos preantrales (primordiales, primarios y secundarios) y
foliculos antrales (sanos y atrésicos) (Leung and Adashi, 2004). Los foliculos
periovulatorios pueden ser seleccionados para liberar el ovocito, y los remanentes
celulares van a formar el denominado cuerpo lUteo. Los foliculos antrales que no
alcanzan la maduracion suficiente en cada ciclo van a sufrir atresia (Leung and Adashi,
2004). Ademas, se han descrito que en condiciones patolégicas, tales como estrés
cronico, se produce la promocion de estructuras quisticas, tales como foliculos tipo I

y quistes (Bernuci et al., 2013).

El ovario tiene dos funciones fundamentales: la gametogénica, para producir un
ovulo funcional capaz de ser fecundado; y la endocrina, basada en la produccion de
distintos esteroides, tales como progesterona, testosterona y estradiol (Leung and
Adashi, 2004). Inicialmente, se describié que estas funciones son reguladas por
sefales de origen central, mediado por el eje hipotalamo/hipdfisis anterior, en donde la
secrecion de GnRH promueve la liberacién de las gonadotrofinas (FSH y LH); y a nivel
periférico, por el sistema nervioso autdnomo y por factores producidos localmente,
tales como el NGF (detalles mas abajo) (Leung and Adashi, 2004). Mas tarde, se
describié la regulacion autonémica del ovario, donde participa el componente
simpatico del sistema autbnomo en la inervacién ovarica, a través del NPO y del NOS
(Lawrence and Burden, 1980). Las fibras del NOS se localizan alrededor de los
foliculos y regulan la secrecion de esteroides y el desarrollo folicular; mientras que las
del nervio del plexo ovarico transcurre a lo largo del ligamento suspensorio del ovario y
alcanza principalmente los vasos sanguineos que irrigan el 6rgano (Gerendai et al.,
2002; Lawrence and Burden, 1980). Tanto los neurotransmisores como neuropéptidos
liberados desde los terminales nerviosos tienen participacion de distintas funciones
ovarica, destacando la noradrenalina que regula funciones tales como la
esteroidogénesis y el desarrollo folicular (Lara et al., 2000; Lara et al., 1993; Lara et
al., 1990c; Mayerhofer, 1997). Mas recientemente, se ha descrito la participacion de
otro neurotransmisor en la regulacion de las funciones ovaricas, pero a diferencia de la

noradrenalina, se sintetiza directamente en el ovario: la ACh.

1.2. Acetilcolinay el sistema colinérgico en ovario de rata
La ACh es un neurotransmisor cuya sintesis se realiza en un solo paso
mediado por la colina acetiltransferasa (ChAT), que a partir de acetil-CoA cataliza la
adiciébn de un acetato a la colina. En neuronas colinérgicas y algunas células no

neuronales se ha observado la existencia de almacenamiento vesicular del



neurotransmisor mediado por el transportador vesicular (VAChT), el que por un
sistema de antiporter de protones permite el ingreso y su almacenamiento (Rang et al.,
2016). Una vez que es liberada al medio, ACh puede unirse a sus receptores:
nicotinicos (NAChR), que son canales ib6nicos; y muscarinicos (mAChR),
pertenecientes a la familia de receptores acoplados a proteina G (Rang et al., 2016);
en el medio extracelular es degradado por la acetilcolinesterasa (ACHE) y otras
colinesterasas, tales como la butirilcolinesterasa hepatica, a acetato y colina. Esta
Ultima es el sustrato limitante para la sintesis del neurotransmisor, y se ha visto la

presencia de un transportador de membrana (ChT1) que permite su recaptura.

En ovario de rata, la primera descripcion relacionada a inervacion colinérgica
proviene del trabajo de Burden y Lawrence (Burden, 1978), quienes por medio de
técnicas histoquimicas describieron neuronas ACHE positivas que corresponderian a
fibras colinérgicas asociadas a fibras de origen simpatico y vagal, que llegan al érgano
junto al NPO, rodeando los vasos sanguineos del 6rgano. Gerendai en tanto,
utilizando la técnica de trazado viral transneuronal, describié una via multisinaptica
entre el cerebro y el ovario, la que se conectaba a través del nervio vago, proponiendo
la existencia de una via neuronal directa de comunicacién e independiente de la
hip6fisis (Gerendai et al., 2000).

Sin embargo, Fritz y colabs. no identificaron neuronas inmunoreactivas para
anticuerpos contra la enzima ChAT inervando los foliculos o alguna otra parte del
ovario (Fritz et al., 1999; Fritz et al., 2001). Interesantemente, si observaron que ChAT
esta presente en CGs, con una fuerte inmunoreaccion en los foliculos antrales grandes
de distintos mamiferos (rata, mono Rhesus, humano). Los autores reportaron que a
pesar de haber usado partidores previamente publicados, no pudieron determinar la
presencia de ARNm de ChAT en CGs humana por medio de RT-PCR, con lo que
planteraron la posibilidad de que en el ovario existiria un corte y empalme alternativo
(splice variant en inglés). Los resultados para ChAT en células no neuronales en
ovario fueron corroborados en células luteales bovinas (Al-Zi'abi et al., 2009).
Respecto a la rata, nuestro modelo de interés, también se ha descrito que en el ovario
se expresan los ARNm de las isoformas -R y -S de ACHE, asi como la proteina ACHE
(Urra et al., 2016). En raton y humano se ha descrito que la isofoma R tiene un tamafio
aprox. de 55 kDa, mientras que para la —S varia entre 55 a 70 kDa (Garcia-Ayllon et
al., 2012; Gilboa-Geffen et al., 2007; Montenegro et al., 2017; Silveyra et al., 2008).
Esto ultimo no ha sido evaluado en rata, por lo que no se puede confirmar el tamafio
molecular para tal isoforma. Ademas, estudios recientes de nuestro laboratorio

confirman la presencia de distintos subtipos de receptores muscarinicos (M1R, M3R y
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M5R) en el ovario de ratas Sprague Dawley por medio de RT-qPCR y western blot
(proyecto de tesis de Doctorado de PhDc Andrés Azocar, no publicado), similar a lo
observado en ovario de mono Rhesus distribuidos en el ovocito y células de la
granulosa (Fritz et al., 2001). En particular, Cruz y cols observaron inmunoreaccion
positiva al M1R en células de la teca (Cruz et al., 2015). Sin embargo en nuestro
laboratorio no se han podido reproducir tales resultados (trabajo preliminar PhDc
Fernanda Cuevas, no publicado). Finalmente, tal como en humano, en ovario de rata
no se ha determinado la presencia de ARNm de ChAT para la sintesis de ACh.
Tampoco se ha descrito la presencia de la proteina VAChT ni menos del

almacenamiento vesicular del neurotransmisor.

Ya que parece poco factible que la acetilcolina, una molécula labil y de vida
media corta, pueda difundir desde los vasos sanguineos hacia los foliculos sin ser
hidrolizada por las esterasas plasmaticas y locales, es que se considera que el
sistema colinérgico intraovarico no neuronal seria la fuente principal de la ACh que
tiene efectos intraovaricos(Urra et al., 2016) . Ademas, debido la proximidad de los
sitios de sintesis y recepcién de ACh en el ovario, la regulacion colinérgica actuaria de
un modo autocrino y/o paracrino sobre la funcién ovarica, formando parte de un
sistema colinérgico no neuronal, similar a lo observado, por ejemplo, en placenta y piel
(Kurzen et al., 2007; Wessler et al., 2003). Tal es la evidencia que han demostrado

tanto los estudios in vitro como in vivo.

1.3. Efectos tréficos de agonistas muscarinicos en el ovario

Se ha demostrado en estudios in vitro que la activacién de los receptores
muscarinicos tiene efectos tréficos en cultivos primarios de CGs y de células luteales,
de humano y bovino, respectivamente (Al-Zi'abi et al., 2009; Fritz et al., 1999; Fritz et
al., 2002). Estos efectos se tradujeron en un incremento en la proliferacion de las
células en cultivo y, en el caso de las células luteales, aumento de la secrecion de
progesterona. Ademas, la activacion de los receptores muscarinicos con carbacol (100
UM) en células de la granulosa luteinizadas humanas induce la fosforilacion de la
conexina 43, rompe las uniones estrechas (en inglés gap junction) y altera la
interaccion célula-célula. (Fritz et al., 2002). Se ha descrito que la interrupciéon de estas
gap junction es un proceso clave durante la ovulacion (Granot, 1997), en donde NGF
es un factor intrinseco clave (ver mas abajo), ya que favorece la liberacion del ovocito
y la proliferacion de las CGs remanentes que formardn posteriormente el cuerpo Iiteo
(Leung and Adashi, 2004).



Dominguez y colabs. (Dominguez et al., 1982), determiné por medio de una
inyeccion subcutanea de atropina (de 100 a 700 mg/Kg de peso) que el bloqueo de los
receptores muscarinicos podia inhibir la ovulacion en ratas, pero tal efecto dependia
de la fase del ciclo y del horario en que se realizaba el tratamiento. Se sefiala que el
uso de dosis 7 veces mayores en proestro (700 mg/Kg de peso) que en diestro podria
dar cuenta que al menos, en parte, tales resultados se deberian a efectos a nivel
periférico. De forma interesante, tales efectos podian revertirse con un tratamiento con
hCG (25 U.l). Sin embargo, debido a que el farmaco atraviesa la barrera
hematoencefalica, este estudio no permitié discriminar entre los efectos de atropina
causados a nivel central y localmente dentro del ovario. Posteriormente, Cruz y colabs.
(Cruz et al., 2006), utilizando un tratamiento farmacologico con atropina (100 a 700
mg/Kg de peso segun fase del ciclo estral) encontr6 que ademas de inhibir la
ovulacién también lo hacia con la secrecion de estradiol. Tal efecto también dependia
de la fase del ciclo estral. Mas recientemente, se determind por medio del tratamiento
farmacoldgico con una inyeccién intrabursal de 1 pL de una solucién de 4,5 uM de
pirenzepina que el bloqueo local del M1R del ovario izquierdo era necesario para
inhibir la ovulacién de los dos ovarios (Cruz et al., 2015). Sin embargo, estos efectos
relacionados a la via muscarinica no distinguen la accion del neurotransmisor a nivel
local sobre las CGs/ células de la teca de los foliculo, o bien a nivel central, via la
conexion ovario-sistema nervioso central mediado por el nervio vago (Gerendai et al.,
2000).

Recientemente, en nuestro laboratorio se ha determinado que el aumento de
ACh intraovarico crénico por medio de un tratamiento in vivo con un inhibidor de
acetilcolinesterasa, huperzina A, administrado a una concentracion de 10 uM mediante
una minibomba osmética directamente al ovario durante 4 semanas, promueve el
desarrollo folicular: aumenta el nimero de foliculos secundarios pequefios y de los
cuerpos luteos; y disminuye el nimero quistes. Interesantemente, también se observo
el incremento en el nimero de ovocitos implantados y en el nimero de crias nacidas
vivas, que se interpretd6 como un aumento de la fertilidad (Urra et al., 2016). Ademas,
se demostrd que el tratamiento era capaz de recuperar la funcién ovarica una vez que
la rata fue expuesta a estrés por frio crénico (Riquelme et al., 2021). A pesar de los
efectos descritos de ACh en el ovario de distintas especies, no esta claro qué factores

podrian estar regulando su produccion in vivo.



1.4. Factores que regulan el sistema colinérgico en ovario

Poco se sabe acerca de los factores que actuarian regulando la produccion de
ACh intraovaérica y, en particular, la expresion de ChAT en el ovario de la rata. Por una
parte, estudios en células GFSHR-17, una linea celular de granulosa de rata y que se
ha descrito que no producen estrogenos, han demostrado que se produce un
incremento en la produccién de ACh frente a un estimulo de 0,5 I.U./mL de FSH
durante 24 horas (Mayerhofer et al., 2006). Sin embargo, no se encuentran disponibles
mas trabajos que evallen tales efectos de FSH sobre acetilcolina en otros modelos

celulares.

Por otra parte, los trabajos en CGs humana y células luteales bovinas han
demostrado que la incubacién con NGF durante 24 horas produce un incremento en
los niveles de la proteina ChAT (Al-Zi'abi et al., 2009; Meinel et al., 2015). Meinel y
colabs., estudiaron los efectos de NGF y pro-NGF sobre cultivos de CGs humanas, y
determin6 que solo NGF (estimulacion con 50 ng/mL en cultivos primarios de 2-3 dias)
promovié el incremento de los niveles de ChAT. Sin embargo, no se registr6 aumento
en el nimero de células, algo que los autores del estudio lo relacionaron a la
incapacidad del cultivo de proliferar (Meinel et al., 2015). En cultivos de células
luteales bovinas, NGF también indujo un incremento en los niveles de la proteina
ChAT, tal que la estimulacién de los cultivos celulares primarios con 100 ng/mL de
NFG durante 24 horas fue suficiente para tener este efecto (Al-Zi'abi et al., 2009).
Tales resultados son interesantes ya que es sabido que NGF promueve el fenotipo
colinérgico (incremento en el ARNm y proteina de ChAT) en cultivos neuronales

primarios del prosencéfalo basal de ratas embrionarias (Pongrac, 1998).

En ovario de rata no se ha probado in vitro ni ex vivo si NGF tiene tales efectos
en la expresion de ChAT. Por lo tanto, en base a esta evidencia, en este proyecto
resulta fundamental estudiar si NGF induce la expresion de ChAT en el ovario de rata
y produce un aumento de ACh. Ademas, se busca determinar si parte de los efectos
de NGF conocidos sobre el ovario (en procesos tales como la ovulacién y el desarrollo
folicular) son mediados por un aumento local de acetilcolina y posterior activacion de

los receptores muscarinicos.

1.5. Efectos de NGF en el desarrollo folicular y su relacién

con el sistema colinérgico

NGF es una molécula sintetizada como una pro-neurotrofina y es procesada en
el aparato de Golgi a su forma madura, 3-NGF, con un peso molecular de 26 kDa y

compuesta por dos mondémeros idénticos de 13 kDa. Se ha visto el ARNm de NGF
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principalmente en el ovario de rata en células de la teca y tejido intersticial (Dissen et
al., 1996). Las acciones de NGF son mediadas via union a dos receptores: p75NTR y
TrkA. El receptor p75NTR se une a NGF (asi como otras neurotrofinas) con afinidad
nanomolar, y en ovario de rata ha sido identificado por inmunohistoquimica
abundantemente en células de la teca de foliculos preantrales pequefios y antrales
grandes (Dissen et al.,, 1991). Su unién a NGF tiene efectos pro-apoptéticos; sin
embargo, en presencia de TrkA, se ha visto que favorece su union al ligando y tiene
efectos pro-sobrevivencia/diferenciacion. Por otra parte, TrkA es un receptor tirosina
guinasa, con una alta afinidad por NGF en presencia de p75NTR (concentracion
picomolar), y se encuentra presente tanto en CGs y células de la teca (Dissen et al.,
2000), y se ha asociado con procesos ovulatorios debido a su aumento en fase
preovulatoria. En el ovario de rata, ARNm de TrkA se ha identificado principalmente en
células de la teca de foliculos preovulatorios grandes y en tejido intersticial (Dissen et
al., 1996).

El desarrollo folicular comienza con el reclutamiento de un foliculo primordial
desde el pool y por medio de un proceso estrictamente controlado estricto va a ocurrir
el crecimiento hasta un foliculo preovulatorio. Dentro de los distintos factores descritos
gue regulan todo este proceso se encuentra NGF, el que promoveria la proliferacién
de las células mesenquimales (precursoras de las células de la teca), la diferenciacion
de los foliculos primordiales a primarios, el crecimiento de los primarios y su
diferenciacién a secundarios, induciendo la expresion del receptor de FSH (Leung and
Adashi, 2004). En este proyecto es importante relacionar tal evidencia con los
efectos descritos para la activaciéon de los receptores muscarinicos. Se ha
descrito que NGF es importante para el desarrollo de la funcién ovarica normal en los
primeros dias de la rata (Lara et al., 1990c). La administracion subcutédnea de un
anticuerpo anti-NGF durante los primeros 3 dias de vida produjo un retardo en la
apertura vaginal, una menor secrecién de estradiol y de testosterona en presencia de
hCG a los 29 dias de edad. También se observé un aumento de los foliculos
preantrales y un menor tamafo de los foliculos antrales. Interesantemente, en este
trabajo se observo que en los ovarios de ratas tratadas con anti-NGF la actividad de

ChAT disminuia en comparacién a los controles no tratados.

La ovulacion es un proceso dentro del desarrollo folicular que tiene una
duracion de unas horas y que se caracteriza por la liberacién del ovocito desde un
foliculo maduro debido a la ruptura de la estructura folicular (Leung and Adashi, 2004).
Se ha descrito que NGF junto a TrkA aumentan durante el proestro tardio (periodo de

tiempo en el ciclo estral inmediatamente anterior a la ruptura folicular)(Dissen et al.,
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1996), cuya sefializacion tendria efectos directos sobre la fosforilacion de una proteina
clave en la interaccion célula-célula, la conexina 43 (Cushing et al., 2005). Se ha
determinado que el uso local de un inhibidor de tirosina quinasa k252a (10 pL de una
solucién a una concentracion de 100 uM) inhibe la ovulacion y disminuye el nimero de
cuerpos luteos (Dissen et al., 1996). Respecto al sistema colinérgico, tal como se
indicé méas arriba, Dominguez (Dominguez et al., 1982) y Cruz (Cruz et al., 2015) han
demostrado que el tratamiento con antagonistas de los mMAChR inhibe la ovulacién en
rata. Ademas, se demostré que el tratamiento de cultivos de CGs con carbacol induce
la fosforilacion de la conexina 43 (Fritz et al., 2002). Por lo tanto, creemos relevante el
estudio de la relacién entre NGF-ACh para una mejor comprensién de los mecanismos
involucrados en los procesos de crecimiento y diferenciacion de los foliculos ovaricos

durante el desarrollo folicular.

Por otra parte, NGF tiene efectos tréficos sobre las neuronas simpaticas que
inervan el ovario, promoviendo su desarrollo (Lara et al., 1990c). Sin embargo, cabe
sefalar que la sobreactivacion simpatica a largo plazo (tales como en el estrés
cronico) induce un desarrollo folicular aberrante, que incluye la aparicion de
estructuras quisticas e hiperandrogenismo. Respecto a los efectos que tiene el
tratamiento con NGF a largo plazo, se destacan dos trabajos relacionados al
tratamiento intraovarico in vivo, en donde los efectos se pueden resumir en alteracion
de la ciclicidad estral y desarrollo folicular aberrante. En primer lugar, Dissen y colabs.
implantaron células HiB5 que sobreproducen NGF en el ovario de ratas Sprague
Dawley (Dissen et al., 2000). Las ratas permanecieron en estro posterior al tratamiento
y se observé un aumento del tamafio de los foliculos antrales atrésicos y normales,
pero no hubo cambios en el nimero de cuerpos lateos 60 dias después del
tratamiento. Posteriormente, en 2009, Dissen trabajo con un modelo de ratén
transgénico que sobreexpresaba NGF bajo el promotor de la 17 a-hidroxilasa, para
que fuera producido por células de la teca e intersticiales, las que se conocen como
las principales productoras de la neurotrofina en el foliculo (Dissen et al., 2009). Se
determiné que estos ratones tenian un retardo en la pubertad y una fertilidad reducida,
asi como una aumento de los foliculos antrales atrésicos. Interesantemente, se
observé que el ratdén transgénico presentaba un aumento en las neuronas tirosina
hidroxilasa positivas que inervaban al ovario. Por otra parte, se ha observado que el
tratamiento con estrés por frio (3 horas al dia en un cdmara a 4 °C) durante 4 semanas
induce un aumento del contenido de noradrenalina y de NGF, en donde ocurre un
aumento de las estructuras prequisticas, quisticas y una disminucion en el nimero de

foliculos preantrales (Bernuci et al., 2013; Dorfman et al., 2003).

10



Evidencia reciente apoya un rol adicional de NGF, no como factor trofico, sino
mas bien como un factor que regula el desarrollo folicular, afectando la sobrevivencia o
muerte de la poblacion folicular (Manti et al., 2020). Sin embargo, no es sabido si las
acciones primarias son mediadas por el NGF actuando sobre la actividad nerviosa o si
promueve a la CGs para regular el crecimiento folicular o muerte durante el desarrollo.
Interesantemente, NGF y TNF-alfa son parte de un mecanismo de retroalimentacion
similar al asociado a la respuesta inflamatoria, el que se ha vinculado con la funcion

ovarica (Takei and Laskey, 2008).

El tratamiento crénico con NGF induce un desarrollo folicular aberrante y
alteracion de la funcién ovéarica normal (ciclicidad, esteroidogénesis) a través de la
activacion de la via simpética. Sin embargo, no hay informacién acerca de lo que
estaria pasando con el sistema colinérgico intraovarico en este contexto. De esta
forma, en este proyecto se considera relevante estudiar qué pasaria con el sistema
colinérgico bajo una estimulacién de 4 semanas con NGF, y si parte de los efectos
conocidos de NGF sobre el desarrollo folicular (proceso a largo plazo) podrian ser

mediados por estimulacion de la produccion de acetilcolina.

1.6. Estrés cronicoy PCO

Tanto los sistemas colinérgicos como los noradrenérgicos regulan las funciones
ovaricas, probablemente trabajando juntas o participando en una forma balanceada
para regular la funcién ovéarica, similar a la regulaciéon autbnoma de muchos 6rganos
internos (Riguelme et al., 2019). Su funcién estaria relacionada en la mantencién de
las condiciones homeostaticas del 6rgano, especialmente cuando la otra parte del eje
neuroendocrino (i.e. el control dependiente de gonadotropinas del ovario) esta siendo
modificada. En este sentido, el sindrome del ovario poliquistico (PCOS, por sus siglas
en inglés), la patologia ovérica que es la causa més frecuente de infertilidad en la
mujer, se caracteriza por profundos cambios en el desarrollo folicular, resultando en
una secrecion ovarica esteroidal alterada. En esta condicién, tanto la disfuncién
neuroendocrina como nerviosa han sido observadas dentro de los muchos cambios
relacionados a los eventos metabdlicos y cardiovasculares asociados con este
sindrome (Lansdown and Rees, 2012). Es por esto que son importantes los estudios
en ésta area usando modelos animales del fenotipo PCO. En este sentido, estudios
recientes han encontrado que el estrés simpético, tal como la exposicion crénica al frio
(4°C por 3 hrs cada dia por 4 semanas), no solamente activa las fibras nerviosas
simpéticas que inervan el ovario sino que también el sistema colinérgico intraovarico

(Riquelme et al., 2019). Sin embargo, no se conoce cual es la sefal primaria que
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activa ambos sistemas. NGF fue el primer factor neurotréfico encontrado que regula
las neuronas noradrenérgicas que inervan el ovario (Ojeda and Lara, 1989). La
evidencia sugiere que NGF, actuando en las fibras simpéticas, aumenta la
noradrenalina en el ovario por una efecto directo de NGF o inducido por estrés (Dissen
et al., 2000; Dorfman et al., 2003) y puede participar en el desarrollo del fenotipo PCO
en rata. Ademas, NGF es una de los factores mas importantes en la regulacion de las
neuronas colinérgicas en el sistema nervioso central, pero hay informacién limitada de
su accién colinérgica en el ovario de rata. Probablemente ésta neurotrofina actla
aumentando la concentracién de ACh cuya participacidn en la fisiologia ovarica acaba
de ser descrita (Riquelme et al., 2021; Urra et al., 2016); y de la que mucho menos se

sabe en condicidn patolégica, tal como el fenotipo PCO en rata.

1.7. Objetivo de este trabajo

Estudios previos de las acciones de NGF y noradrenalina en el ovario han
mostrado que NGF participaria en el desarrollo folicular no solo relacionado a efectos
directos o via control de la actividad nerviosa, sino que también se ha involucrado en
el control del sistema colinérgico de las células foliculares ovaricas. Asi, el principal
objetivo de este estudio fue determinar si NGF es uno de los factores neurotréficos
involucrados en la activacion del sistema colinérgico del ovario in vivo. En este trabajo,
presentamos informacién de un mecanismo neurotréfico comun actuando en las
neuronas noradrenérgicas y en las células productoras de ACh para balancear el tono

autonomico y mantener la homeostasis del 6rgano.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

El aumento de acetilcolina intraovarica esta dirigido por el factor de crecimiento

neuronal (NGF), producido por el ovario, y promueve el desarrollo folicular.

2.2. Objetivo General

Demostrar que el incremento de NGF in vivo aumenta los niveles de

acetilcolina en el ovario de la rata, promoviendo el desarrollo folicular a través de la

activacion de este sistema colinérgico.

2.3

a)

b)

Objetivos especificos
Demostrar que NGF produce un aumento de los niveles de ChAT y acetilcolina
in vitro en ovario de rata: Ovarios de ratas prepuberes fueron incubados con
NGF y por RT-PCR semicuantitativo se determinaron los cambios para el
ARNmM de chat y se determinaron los cambios en los niveles de ACh.

Demostrar que el aumento local de NGF produce un aumento de los niveles de
ChAT vy acetilcolina intraovaricos in vivo en rata y promueve la ovulacién: Los
animales fueron expuestos a un tratamiento agudo y local en el ovario con NGF
y se determind los cambios en los niveles de ARNm de ChAT y en los niveles

de acetilcolina.

Demostrar que un tratamiento crénico de NGF intraovarico durante 4 semanas
produce un aumento de acetilcolina intraovarico in vivo en ratas y promueve el
desarrollo folicular: Los animales recibieron un tratamiento crénico y local en el
ovario con NGF durante 4 semanas y se determinaron los cambios en los
niveles de acetilcolina y proteina ACHE. Los cambios en el desarrollo folicular
se determinaron a través de estudios de morfometria de cortes de ovario

tefidos con hematoxilina/eosina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales y disefio experimental

Estudiamos los efectos de NGF en el sistema colinérgico del ovario de la rata.
En primer lugar, realizamos la implementacion del RT-qPCR para la determinacion del
ARNmM de ChAT (Soret et al., 2010). Luego realizamos una caracterizacion de ChAT y
otros marcadores colinérgicos en la pubertad de la rata. Los experimentos in vivo los
dividimos en dos: 1) estudios in vivo para estimular endégenamente la produccion de
NGF intraovérico y promover la produccion de ACh mediado por las CGs ovaricas
(Fritz et al., 2001); y 2) una exposicion in vivo crénica por medio de la administracion
intrabursal de NGF al ovario (Dissen et al., 2000; Lara et al., 2000). Una vez
determinados los efectos in vivo, estudiamos los efectos de NGF in vitro para verificar
un efecto local en los marcadores colinérgicos. Después de que definimos su rol en la
actividad de estos marcadores bioquimicos, analizamos el desarrollo folicular y funcién
esteroidogénica en las ratas tratadas con NGF. Finalmente, para diferenciar los
efectos colinérgicos, también analizamos el efecto del agonista muscarinico carbacol

administrado crénicamente en el ovario sobre los marcadores colinérgicos.

En este estudio se utilizaron 72 ratas hembras Sprague Dawley: seis animales
neonatos (edad: 7 dias), 15 animales prepuberales (21 dias), 12 animales
peripuberales y 39 adultas (60 dias) (tabla 1). Ademas, se usaron ovarios de ratas
tratadas con valerato de estradiol (EV) (dosis Unica intramuscular (i.m.), 10 mg/Kg). Ya
que la regulacion bioética sugiere usar tejidos de otros experimentos previamente
publicados, para éste Ultimo estudio usamos ovarios de un trabajo previo (Del Campo
et al., 2020), que fue almacenado a -80 °C para la determinacion posterior de ACh.
Todos los animales fueron alojados en una habitacion de mantenimiento a 20 °C con
ciclos luz-oscuridad (12:12 hrs). Los animales fueron provistos de comida y agua ad
libitum. El ciclo estral de las ratas adultas fue monitoreada via frotis vaginal
diariamente observado en un microscopio de luz, como se ha descrito previamente
(Riquelme et al., 2019; Squicciarini et al., 2018). ElI numero de ciclos fue estimado
como el paso regular del proestro (P) a estro (E), seguido por diestro (D). Ratas
control (sham) tenian una actividad regular estral de 4 dias (Hubscher et al., 2005;
Paccola et al., 2013). Al final de los experimentos, las ratas fueron eutanasiadas por
decapitacion, y los ovarios y plasma fueron recolectados y almacenados a -80°C para
su posterior analisis. La decapitacion fue realizada por personal especializado de
acuerdo a la guia de AVMA para la Eutanasia de Animales (Edicion 2020) (AVMA,

2020). El estudio fue aprobado por el Comité Bioética de la Facultad de Ciencias
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Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (Numero de protocolo:
CBE2017-14 para AB y CBE2017-05 para HL) y cumpli6 con las directrices nacionales
(Guia CONICYT para el cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Tabla 1: Grupos experimentales usados para el estudio de los efectos de NGF en el sistema
colinérgico intraovarico por medio de la incubacién in vitro y la administracién in vivo de NGF o

carbacol por el uso de una minibomba osmética.

Condicién | N | Edad Tratamiento Ovario Andlisis
Control 19 | Adulta Control Ovario ARNmM
Ovario Western
blot/IHQ
Control 1 | Prepuberal Control Medio ovario ARNmM
Ovario Western Blot
Control 12 | Peripuberal Control Medio ovario ARNmM
Medio ovario ACh
Medio ovario Western Blot
Medio ovario IHQ
Sham 4 | Prepuberal 7d Medio ovario ARNmM
Medio ovario ACh
Ovario Western blot
SONX 4 | Prepuberal 7d Medio ovario ARNmM
Medio ovario ACh
Ovario Western blot
Sham 3 | Neonata 84d Medio ovario ACh
Medio ovario NA
Ovario Western blot
+GD 3 | Neonata 84d Medio ovario ACh
Medio ovario NA
Ovario Western blot
Sham 5 | Adulta 28d Medio ovario Bioquimico
Medio ovario Morfologia
+NGF 5 | Adulta 28d Medio ovario Bioquimico
Medio ovario Morfologia
Sham 5 | Adulta 28d Medio ovario Morfologia
+ 5 | Adulta 28d Medio ovario Morfologia
Carbachol
Control 6 | Prepuberal (un | Control Medio ovario Bioquimico
ovario) medium Medio ovario ARNmM
Prepuberal (un | NGF(100 Medio ovario Bioquimico
ovario) ng/mL) Medio ovario ARNmM
3.2. Estudios de denervacion e incremento enddgeno de NGF

Para el experimento de denervacidon quirargica del nervio ovarico superior
(SONX) o farmacolodgica con guanetidina (GD), 8 ratas prepuberes (24 dias de edad)
fueron asignadas aleatoriamente al grupo sham (control) (n=4) o grupo SONX (n=4); y
6 ratas neonatas (7 dias de edad) asignadas aleatoriamente al grupo sham (n=3) y

grupo GD (n=3), respectivamente (Tabla 1). Se realizé denervacion quirtrgica del
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nervio ovarico superior (SONX), el que inerva los componentes endocrinos del ovario,
para inducir un aumento enddgeno de NGF de acuerdo a lo descrito anteriormente
(Barria et al., 1993; Lara et al., 1990a). Brevemente, los animales fueron anestesiados
con una dosis intramuscular de una solucién con ketamina 60 mg/Kg y xilacina 10
mg/kg bajo condiciones asépticas; los ovarios fueron expuestos a través de una
incision dorsal, y el SON fue seccionado con un microcauterizador (Barria et al., 1993).
Después de 6 dias, las ratas fueron eutanasiadas y los ovarios fueron recolectados

para analisis.

Por otra parte, al dia 7 post natal, las 3 ratas del grupo GD fueron tratadas con
monosulfato de guanetidina (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EE.UU.), tal como se
describi6 antes (Lara et al, 1990b). Brevemente, GD fue administrado
intraperitonealmente (i.p.) a una dosis de 50 mg/Kg, 5 dias a la semana, por 3
semanas. El farmaco fue disuelto diariamente en suero fisioldgico, ajustado a pH 7,4 y
la solucién fue esterilizada pasandola a través de un filtro de 0,22 um. Las 3 ratas
control recibieron un volumen equivalente de la solucidn salina. Ochenta y cuatro dias
después del término del tratamiento, los animales fueron eutanasiados en estro y los

ovarios fueron recolectados para su analisis posterior.

3.3. Estudios de administracién in vivo de NGF y carbacol

Veinte ratas hembras adultas fueron aleatoriamente asignadas ya sea al grupo
sham (n = 5) o grupo NGF (n = 5) para los estudios de NGF; y grupo sham (n =5) o
grupo carbacol (n = 5) para los estudios de carbacol, respectivamente (Tabla 1). Los
animales fueron anestesiados con una dosis intramuscular de una solucién con
ketamina 60 mg/Kg y xilacina 10 mg/kg bajo condiciones asépticas. Para eliminar la
posible contribucidn del ovario contralateral a la esteroidogénesis, todos los animales
sham, tratados con NGF- y carbacol fueron sujetos a una ovariectomia unilateral
(ULO) al momento de la implantacion de la minibomba (Squicciarini et al., 2018),
realizado tal como se describi6 previamente (Lara et al., 2000). Brevemente, una
incision media lumbar transversal, 1,5 cm de largo, fue hecha del area del flanco de un
lado del animal para obtener acceso a la bursa ovarica. La minibomba osmotica
ALZET ([0,25 pL/h], modelo 2004, Alza Corp. Palo Alto, CA, EE.UU) fue conectado a la
bursa subyacente al ovario izquierdo con tubo SILASTIC 0,64 mm ID x 1,19 mm OD
CAT 508-003 (Dow Corning Corp, Midland, MI, EE.UU) por 28 dias. El tratamiento fue

realizado como sigue:
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a) Los animales del grupo NGF fueron implantados con minibombas osmoticas
para la entrega intraovarica de NGF a una concentracion final de 100 ng/mL en
solucion salina (numero catalogo N-100, Alomone, Labs, Jerusalén, Israel).

b) Los animales del grupo carbacol fueron implantados con minibombas
osmaticas para la entrega intraovéarica de carbacol a una concentracién de 100
UM en solucion salina (numero catalogo 212385-M; Calbiochem, Sigma
Chemicals, San Luis, MO, USA). Carbacol es un agonista colinérgico
muscarinico no especifico que no es degradado por ACHE.

c) Los animales del grupo sham fueron sujetos a cirugia e implantados con la
canula llena con solucion salina (el solvente de ambos farmacos) pero no con

la minibomba osmaética.

Después de 28 dias, las ratas fueron eutanasiadas en estro y el ovario y la
sangre fueron recolectados para analisis. La posicién de la bomba y la canula fue
inspeccionada para verificar que estaban en posicion después del periodo de
tratamiento. Los ovarios fueron partidos a la mitad, y una mitad fue fijada en solucion
de Bouin para analisis morfométrico. La otra mitad fue partida a la mitad, y cada mitad
fue almacenada a -80 °C para la determinacién de ACh o analisis de western blot

posterior.

3.4. Estudios in vitro de NGF

Para estudiar los efectos de NGF en la produccion de ACh en los ovarios,
usamos seis ratas prepuberes (Tabla 1), debido a que a su edad no ha habido
ovulacién y no hay cuerpos lateos. De esta forma, pudimos estudiar el efecto de NGF
principalmente en las CGs, principales productoras de ACh en el ovario (Fritz et al.,
1999; Fritz et al., 2001). Las ratas fueron eutanasiadas, y ambos ovarios fueron
removidos a través de la incision anterior en la linea media del abdomen. Los ovarios
fueron partidos (2 ovarios = 4 mitades por animal) y cada mitad fue incubada por 3 hrs
a 37 °C en 1,0 mL de buffer albumina-bicarbonato de Krebs (NaCl, 118,6 mM; KCl, 4,7
mM; KH2PO4, 1,2 mM; acido ascorbico, 100 ug/mL; NaHCO3, 0,15 M; CaCl2, 25 mM;
albumin, 0,1 mg/mL; glucosa, 11,2 ug/mL), bajo 95 % de oxigeno y 5 % CO2. Para
cada condicién, los animales fueron aleatoriamente divididos en grupos de seis. Una
mitad fue incubada solo en buffer Krebs (grupo control), y la otra mitad fueron
incubados con NGF a 100 ng/mL (nimero catdlogo N-100, Alomone Labs, Jerusalén,
Israel). La concentracion de NGF utilizada ha demostrado ser suficiente para aumentar
los niveles de la proteina ChAT en CGs humana y los niveles de ACh en células

luteales bovinas (Al-Zi'abi et al., 2009; Meinel et al., 2015). Después de la incubacion,
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los ovarios fueron almacenados a -80 °C para la extraccion de ARNm o determinacién

posterior de ACh.

3.5. Reaccion de la polimerasa en cadena en tiempo real (RT-
gPCR)

El ARN total fue extraido desde las mitades de ovario incubadas in vitro, tal
como se describié previamente (Chomczynski and Sacchi, 1987). Los partidores
usados fueron listados en la Tabla 2. Una busqueda BLAST fue realizada para
determinar la especificidad de las secuencias. EI mix de PCR contenia 10 uL del
Master Mix Brilliant Il SYBR Green QPCR (Agilent Technologies, INC., California,
USA), 0,01 puM de cada primer GAPDH, 0,1 uM de cada primer de ChAT o0 0,1 uM de
cada primer del VAChT, 2 ug de ADNc, y agua estéril para un volumen final de 20 uL.
Los PCR fueron realizados usando un termociclador 1Q5 (Bio-Rad) bajo las siguientes
condiciones: 95 °C para 20 s, 60 °C para 20 s, 72 °C para 20 s, y una extension final
de 72°C para 10 minutos. Todas las muestras para andlisis de RT-gPCR
semicuantitativo fueron corridas en triplicado (como control negativo se consider6
reemplazar las muestras por agua estéril), y los valores promedio fueron usados para

determinar los niveles de ARNm. Las cuantificaciones relativas de ARNm de ChAT y

Gen Secuencias Numero de (Ref.)
acceso
ChAT forward 5- CTGGATTTCATTGTTTATAAGTTTGACAAC-3' XM_00106152 (Soret et
reverse 5- CTGGAGGGCCACCTGGAT-3 al.,, 2010)

VAChT forward 5- GCCACATCGTTCACTCTCTTG-3' X80395 (Lips et

reverse  5- CGGTTCATCAAGCAACACATC-3' al., 2007)

GAPDH forward  5- GATGCCCCCATGTTTGTGAT -3 NM_017008.4 (Chen et
reverse  5- GGTCATGAGCCCTTCCACAAT-3' al., 2014)

VAChHT fueron realizadas usando ARNm de GAPDH como control de carga.

Tabla 2: Partidores usados para la amplificacion de PCR

3.6. Analisis Western Blot
Para el andlisis western blot, los ovarios fueron homogenizados en 1 volumen
de buffer RIPA (1% NP40; 0,5 % de deoxicolato sodico y 0,1% SDS en PBS; solo
antes del uso, se agreg6 10 uL de la siguiente mezcla: 10 mg/mL de solucioén stock de
PMSF, aprotinina y ortovanadato soédico) en presencia del cocktail de inhibidores de
proteasas libre de EDTA (Roche, Basilea, Suiza). Las proteinas fueron cuantificadas
por el método de Bradford, y 50 ug (o de acuerdo a lo sefialado en el texto) fueron

separados en un gel al 10 % de poliacrilamida (0 segun se sefiale en el texto). Las
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proteinas fueron transferidas a la nitrocelulosa, bloqueado con 5 % de leche por 1 hora
(o de acuerdo a lo sefialado en el texto), e incubado con un anticuerpo que reconoce
todas las isoformas de ACHE (n° catalogo A-11; Santa Cruz Biotechnlogy, Dallas, TX,
EE.UU) a una dilucion de 1:3.000 durante toda la noche; NGF (n° catédlogo AN-240,
Alomone Labs, Jerusalén, Israel) a una dilucién 1:250 durante toda la noche; o la
tirosina hidroxilasa (n° catdlogo MAB5280; Merck Millipore, Burlington, MA, EE.UU) a
una dilucién de 1:1000 , durante toda la noche. Como un control interno, usamos
GAPDH (G9545; Sigma Chemicals, San Luis, MO, EE.UU) a una dilucién de 1:40.000
por 1 hora. Los anticuerpos secundarios usados fueron IgG Fc (HR) (n° catalogo
31430, Waltham, Massachusetts, EE.UU) a una diluciéon de 1:10.000 por 1 hora. Los
complejos de anticuerpos fueron detectados por quimioluminiscencia usando el kit de
deteccién de luminiscencia potenciada EZ-ECL (Biological Industries, KBH, Israel). La
gquimioluminiscencia fue capturada usando el sistema Syngene G-BOX (Syngene
Headquarters, MD, EE.UU.).

3.7. Andlisis por Inmunohistoquimica

Para el analisis por inmunohistoquimica (IHQ), los ovarios fueron fijados en
soluciéon Bouin, embebidos en parafina y cortados a 6 um cada uno. El tejido fue
permeabilizado con triton x100 al 0,1 %, la recuperacién antigénica fue hecha por un
calentamiento en microondas a 800 W por 10 minutos en buffer 10 mM Tris/ 1mM
EDTA/ 0,05% Tween 20, pH 9,0, y lavado 3 veces con PBS. Las muestras fueron
incubadas por 30 minutos con solucion al 3% de perdxido de oxigeno y 10 % de
metanol para desactivar las peroxidasas enddgenas. Se utilizé solamente el anticuerpo
anti-ChAT n° catalogo AB144 (Millipore Sigma, Burlington, Massachusetts, EE.UU.).
La incubacién fue hecha durante toda la noche (16 hrs) con dilucion 1/250 o 1/500 de
anticuerpo anti-ChAT, segun se indique, en presencia de suero de burro al 5%. En el
segundo dia el tejido fue lavado con PBS e incubado con anticuerpo secundario 1/200
por 1 hr. Después de incubar las muestras con estreptavidina-HRP, se utilizd el kit
IMMPACT VIP Peroxidase Substrate (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.)
para detectar la sefial cromogénica siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
imagenes fueron obtenidas usando un microscopio de luz Olympus (modelo Olympus
CX31, Tokio, Japon) con el software Micrometrics SE Premium 4 (ACCU-SCOPE, Inc,
Commarck, NY, EE.UU.)
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3.8. Cuantificacion de los niveles intraovaricos de AChy
actividad de ACHE

El ovario fue homogenizado en 10 volumenes de PBS en hielo. Los niveles de
ACh vy la actividad de ACHE fueron determinados en el homogenizado usando el kit de
ensayo ACh/ACHE Amplex (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) de acuerdo a las
instrucciones recomendadas por el proveedor (Riquelme et al., 2019; Urra et al.,
2016). Los resultados presentan la cantidad total de ACh en pmol por ovario y la
actividad de ACHE en U por ovario (donde un U esta definido como la cantidad de la
enzima que hidroliza 1,0 umol de ACh a colina y acetato por minuto a pH 8 a 37 °C,
como lo indica el fabricante). El valor minimo detectable para ACHE fue 0,002 U/mL y
por ACh fue 0,3 pM (intervalo: 0,3 uM a 100 pM).

3.9. Cuantificacion de los niveles NGF por ELISA

La determinacion de los niveles de NGF también se realiz6 por ELISA de
acuerdo a las indicaciones del fabricante (nUmero de catdlogo SEA106Hu, Cloud-
Clone Corp., Houston, EE.UU.). Brevemente, 50 mg de muestra fue homogenizado
con 1 mL de buffer de lisis, se centrifugd a 10.000 g y del sobrenadante se tomaron
100 pL para incubar por 1 hr en las placas con anticuerpos a 37 °C en estufa. Se
descart6 el sobrenadante y se incubd la placa con 100 pL del reactivo A durante 1 hr a
37 °C. Luego, la placa se lavé 3 veces con 350 uL de buffer de lavado y se incubé con
100 pL de reactivo B durante 30 minutos a 37 °C. Se lavdé nuevamente 5 veces y se
agregaron 90 uL de solucién sustrato TMB y se incub6 por 15 minutos a 37 °C.
Finalmente se agregaron 50 pyL de solucién de detencidon de la reaccion y se ley6 a
450 nm en lector de placas. El intervalo de medicion del kit es de 15,6 a 1000 pg/mL,

con una sensibilidad de 5,4 pg/mL.

3.10. Analisis morfométrico

Las mitades de ovarios fueron fijados en solucion de Bouin, embebidos en
parafina, cortados en secciones de 6 um y teflidos con hematoxilina y eosina. Los
analisis morfométricos de todos los ovarios fueron realizados de acuerdo a lo descrito
previamente (Hirshfield and Midgley, 1978) con las modificaciones descritas por Lara y
colabs. (Lara et al, 2000), usando n = 5 para cada grupo sham, n= 5 para el grupo
NGF, y n= 5 para el grupo carbacol. Usamos la siguiente clasificacion: los foliculos
primarios tienen una capa de CGs cuboidales, y los foliculos secundarios no tenian
cavidad antral pero dos o tres capas de CGs. Los foliculos antrales son los que tienen
mas de tres capas de CGs sanas, el antro y un nucleo claramente visible en el ovocito.

Los foliculos atrésicos tenian mas del 5 % de las células con nucleo picnoético en la
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seccion central mas larga y exhibieron encogimiento y rompimiento ocasional de la
vesicula germinal. Los foliculos prequisticos eran foliculos largos con o sin ovocito,
conteniendo cuatro o cinco capas de CGs pequefias y empaquetadas densamente
rodeadas de un antro largo con un compartimento de teca aparentemente normal.
Foliculos quisticos no tienen ovocito y muestra una cavidad antral larga, una capa de
teca bien definida, y un compartimiento de GC delgado (habitualmente monocapa)
conteniendo aparentemente células sanas. Todas las estructuras foliculares anormales

fueron agrupadas como estructuras quisticas.

3.11. Niveles plasmaticos de hormonas esteroidales.

Los niveles plasmaticos de las hormonas esteroidales progesterona (P4),
androstenediona (A4), testosterona y estradiol (E2) fueron medidos. Los niveles
séricos de P4, A4, testosterona y E2 fueron determinados por inmunoensayo
enzimatico (IEE), siguiendo las instrucciones del fabricante (Alpco Diagnostic,
Windham, NH, EE.UU.). Variaciones intra e interensayo fueron menos que el 5% para
progesterona, menos que 10 % para A4, menos que 6% para testosterona, y menos
gue 5% para E2, y los valores minimos detectables fueron 0,1 ng/mL, 0.04 ng/mL, 0,02

ng/mL y 10 pg/mL, respectivamente.

3.12. Analisis estadistico

La informacién fue expresada como promedio + error estdndar medio (EEM).
Los analisis fueron realizados usando Prism GraphPad 6 (GraphPad Software, San
Diego, California, EE.UU). Test de t-Student y de Mann-Whitney fueron usando para
examinar las diferencias estadisticas entre los dos grupos, como se describe mas
abajo. Para analizar las diferencias entre proporciones, usamos el test chi-cuadrado.
Para determinar la distribucion normal de nuestra informacion, usamos el test de
normalidad Shapiro-Wilk.

El nimero de animales para todos los experimentos fueron calculados como el
ndamero minimo de animales de acuerdo a la variabilidad de los procedimientos
experimentales y la variacion intrinseca entre ellos. EI minimo nimero de animales fue

calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion (Zar, 1984):

(Za + Zb)?xS?
n=—————

Donde n es el numero de animales para cada condicion, S = desviacion
estandar, d = diferencia necesaria para obtener la diferencia estadistica, Za= la

probabilidad de un error tipo | (significancia), y Zb = probabilidad de un error tipo Il
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(poder). En los experimentos para determinar ACh, y la actividad de ACHE vy los
niveles plasmaticos de hormonas, fueron propuesto a = 0,05, la probabilidad de hallar
una diferencia estadisticamente significativa fue 0,05; b = 0,3, la probabilidad de tener
una diferencia entre las poblaciones; la variacion intrapoblacional fue de 0,2; y d, la
diferencia mas pequefia en la poblacion, fue de 0,11. Asi, nosotros obtuvimos n = 4,5.
Por lo tanto, para obtener una diferencia estadisticamente significativa de p<0.05,

necesitamos usar al menos cuatro animales para el estudio.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de ChAT en ovario de rata

4.1.1. Implementacion de determinacion de ARNm de ChAT por RT-
PCR semicuantitativo
Se ha descrito la presencia de la proteina ChAT en foliculos antrales del ovario

de la rata. Sin embargo, hasta ahora no se habia descrito la presencia de ARNm de
ChAT en ovario de rata (Fritz et al., 2001). Por lo tanto, en primer lugar se implementd
la determinacion por medio de RT-gPCR semicuantitativo a partir de partidores
previamente publicados (Soret et al., 2010). En la Fig.1 se puede observar que el
tamafio del amplicon obtenido fue de aprox. 100 pb, tal como se esperaba (96
pb)(Fig.1A). La temperatura de fusién (Tm, del inglés melting temperature), fue de
76,5°C, acorde a lo esperado para el tamafio del fragmento y al contenido de CG (Fig.
1B).
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Figura 1: Amplificacion ARNm de ChAT.A. Gel agarosa con banda de 100 pb.B. Curva de temperatura de
fusion.

Para determinar la distribucion del ARNm de ChAT, se separaron las CGs del
resto del ovario (células de la teca y tejido intersticial). Tal como se esperaba, se
encontré que esta era significativamente mas abundante en la fraccion enriquecida en
CGs (Fig.2).
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Figura 2: Niveles de ChAT en células de la teca e intersticio celular; y en células de la granulosa (CGSs).
Se encontraron mayores niveles en CGs. Todos los valores corresponden al promedio + EEM (n=9 de
cada grupo). Analisis estadistico de t-student no pareado, **p< 0,01.

4.1.2. Implementacién de western blot y técnica
inmunohistoquimica para proteina ChAT
Se utilizaron dos anticuerpos anti-ChAT de distintas marcas (Santa Cruz [n°

catdlogo sc-55557] y Millipore Sigma [n° catdlogo AB144])(Fig. 3-4), pero no fue
posible determinar la proteina ChAT por medio de western blot (WB) en muestras de
ovario de ratas prepuber ni adultas bajo ninguna de las condiciones probadas. Sin
embargo, uno de los anticuerpos utilizados (n° catalogo AB144, Millipore Sigma) si
permitié detectar ChAT en muestra enriquecidas de hipotadlamo (tejido compuesto de
somas de neuronas colinérgicas (Mekker et al., 1988), en una dilucion 1/500 (Fig.4A).
La especificidad de la sefial se determiné por medio del uso de 5 ug del péptido de
bloqueo para el anticuerpo anti-ChAT del proveedor (n° catdlogo AG220, Millipore
Sigma) (Fig.4B).
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Figura 3: Determinacién de ChAT por western blot con anticuerpo anti-ChAT Santa Cruz (n° cat. sc-
55557).Gel al 10 % poliacrilamida; dilucion: 1/250; bloqueo con leche entera al 5% durante 90 minutos;
tiempo de revelado: 105 segundos. Carril 1: 50 ug Ovario (rata adulta estresada); Carril 2: Ladder (n°cat
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26619, Thermofisher, Waltham, Massachusetts; EE.UU.); Carriles 3 y 4: 20 y 50 ug de homogenizado
enriquecido en cerebro (rata adulta); Carril 5: 50 ug ovario (rata adulta).
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Figura 4: Determinacion de ChAT por western blot en muestra de rata con anticuerpo anti-ChAT de Sigma
(n°cat. AB144) y blogueo con péptido (n° cat. AG220). Gel poliacrilamida al 10 %. A. Dilucion: 1/500,
bloqueo con suero fetal bovino al 5%, tiempo bloqueo 90 minutos. B. Anticuerpo bloqueado con péptido
de blogueo, 5 ug ChAT recombinante. Carril 1: 100 ug homogenizado enriquecido en hipotalamo (100 ug);
Carriles 2 y 3: 50 ug ovario (rata adulta); 3: 50 ug ovario (rata adulta); Carril 4: Ovario (rata prepuber);
Carril 5: Ladder (n°cat 26619, Thermofisher, Waltham, Massachusetts; EE.UU).

Debido a las limitantes técnicas para implementar WB, se evalué la factibilidad
de la deteccion de la proteina en ovario por medio de IHQ. Interesantemente, se
encontré inmunoreactividad positiva a una dilucién 1/100 del anticuerpo, asociada al
ovocito de foliculos preantrales y antrales, en tejido intersticial y, al parecer y en menor
medida, a CGs (Fig.5). Ademas, se determind la especificidad de la inmunoreactividad
positiva para ChAT en los ovocitos, pre-incubando el anticuerpo anti-ChAT con 15 ug
del péptido de bloqueo (Fig.5). Los resultados discreparon con lo publicado
previamente (Meinel et al., 2015), sin embargo, dentro de las diferencias entre ambos
estudios, se encontré que las ratas se encontraban en un periodo de edad distinta
(ratas prepuberes vs adultas). En este sentido, se ha descrito previamente los cambios
funcionales ovaricos de otro neurotransmisor, noradrenalina, y su receptor [2-
noradrenérgico, cuyos niveles varian durante el ciclo asi como su capacidad
esteroidogénica (Ricu et al., 2008). Por lo tanto, ya que parte de este trabajo es
comprender los factores que participan en la promocion del desarrollo folicular, se
considero relevante explorar los cambios en los niveles de acetilcolina y ChAT en la
pubertad. Estos cambios podrian explicar las diferencias entre los hallazgos de este

trabajo con los resultados previamente publicados.
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Figura 5: IHQ para ChAT con anticuerpo Sigma (n°cat. AB144). A.C.E. Dilucion 1/100. B.D.F. Incubacién
del anticuerpo dil. 1/100 con péptido de bloqueo, 15 ug ChAT recombinante. Se determind
inmunoreactividad positiva en ovocito e instersticio (C) y células de la granulosa de foliculos atrésicos (E).
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4.1.3. Estudio del sistema colinérgico en la rata prepuber y puber
Encontramos que durante la pubertad, en estro y diestro hay una disminucion

en la concentracién de acetilcolina intraovarica en comparacion a ovarios de ratas de
26 dias (Fig.6). Ademas, se observé un aumento significativo del ARNm de ChAT y
M1R (Fig.6 A, Cy E) en ratas en diestro en comparacion a las ratas prepuberes. No se
observaron cambios en los ARNm de ACHE, M3R y M5R (Fig.6 D, F y G), ni en el
contenido de acetilcolina (Fig.6B). Por medio de western blot, tampoco se encontraron
cambios en los niveles de ACHE entre los distintos grupos de animales (resultado no
mostrado).

Finalmente, la inmunoreactividad para ChAT en cada grupo (Fig.7) pareciera
Ser mayor en ovocito que en cualquier otra estructura. Ademas, coincide
cualitativamente el tejido marcado con los niveles de acetilcolina (Fig.6A). Se observo
la presencia de inmunoreactividad positiva inclusive en foliculos preantrales,
principalmente en foliculos primarios en distintas fases del ciclo (Fig.7).

En resumen, los resultados indican que el contenido de acetilcolina no cambia
durante la pubertad. Al parecer, la formacion de cuerpos lateos, los que no aportan a
la produccién del neurotransmisor, produce la disminucién en la concentracion de
acetilcolina. Sin embargo, todos estos resultados requieren de mayor estudio, ya que
solo fueron exploratorios (n=3). La descripcion completa del sistema se aleja del
objetivo principal de la tesis, por lo que decidimos continuar con los grupos

experimentales.
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Figura 6: Estudio de sistema colinérgico en la pubertad de la rata Sprague Dawley. Concentracién de
acetilcolina ovérica (A), contenido de acetilcolina intraovérica (C) y niveles de ARNm de componentes del
sistema colinérgico intraovarico (c-g) en ratas prepuberes (26 dias), proestro, estro y diestro (edad
cercana a la primera ovulacion). Los partidores y condiciones para el RT-PCR semicuantitativo de ACHE y
los receptores muscarinicos fueron utilizados conforme a lo implementado en el laboratorio (proyecto de
tesis de Andrés Azocar y Raul Riguelme). Todos los valores corresponden al promedio + EEM (n=3 de
cada grupo). Andlisis estadistico de ANOVA de una via, p< 0,05 y test a posteriori de Tukey de
comparaciones multiples.
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Figura 7 Inmunoreactividad positiva para anticuerpo anti-ChAT. Dilucion 1/100. Edad/periodo de la
pubertad rata: A Anestro (26 dias); B, Proestro; C, diestro;D, diestro (amplificacion).
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4.2. Efectos en el sistema colinérgico del tratamiento in vivo
con NGF

4.2.1. Aumento de NGF mediado por EV
Se ha descrito que el tratamiento con EV induce un aumento de NGF a los 30

dias, lo que se traduce posteriormente en un aumento en la TH, la enzima limitante en
la biosintesis de NA. Al estudiar los niveles de ACh en estos animales, encontramos
gue a los 30 dias, junto con el aumento de NGF, se encontré un aumento de ACh
(Fig.8). Este resultado fue concordante con lo descrito recientemente en el trabajo de
Riguelme, en donde el estrés por 30 dias, junto con inducir un aumento de NGF
(Dorfman et al., 2003), produce un incremento en los niveles de ACh (Riquelme et al.,
2019). Sin embargo, debido al efecto dual de EV sobre ambos sistemas (Lara et al.,
1993), es que estudiamos protocolos en los que habia un aumento de NGF.
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Figura 8: Efecto del EV en la ACh ovérica. La estimulacion con EV durante 28 dias produce un incremento
significativo de ACh. Todos los valores corresponden al promedio + EEM (n=4 para grupo sham; n=5 para
grupos Valerato de estradiol). Analisis estadistico de Mann-Whitney de una via, *p< 0,05.

4.2.2. Aumento de NGF por denervacion quirurgicay farmacologica

Inicialmente, para determinar los efectos in vivo de NGF sobre el sistema
colinérgico, utilizamos un modelo de aumento enddgeno de los niveles de NGF
intraovarico: la denervacién. En este sentido, se sabe que la denervacion ovarica
inducen un aumento en los niveles de NGF enddgenos, a corto plazo (SONX) (Lara et
al., 1990a) y largo plazo (tratamiento farmacol6gico con guanetidina) (Lara et al.,
1990b).

4.2.2.1. Denervacion quirurgica de nervio ovarico superior
(SONX)
Se ha descrito que en ratas prepuberes, la denervacion produce un incremento

en los niveles de NGF después de 6 dias (Lara et al., 1990a). Para corroborar esto y

30



determinar si hay cambios en los niveles de ACh, se denervaron ratas prepuberes de
21 dias de edad. Como control del proceso, determinamos que efectivamente hubo
una reduccién en los niveles de noradrenalina ovéricos (Fig.9A). Sin embargo, luego
de 6 dias, no encontramos cambios en los niveles de NGF por medio de kit ELISA
(Fig.9B). Se ha descrito que en el ovario de rata, se puede encontrar una forma
inmadura de NGF, proNGF, que también tiene efectos propios y por lo tanto cabe la
posibilidad de que los cambios descritos anteriormente no distingan entre una u otra
forma. Ya que por medio de ELISA no fue posible distinguir entre una y otra forma, se
implementé la determinacion por Western Blot de la proteina NGF, con una dilucién de
1/250 del anticuerpo de acuerdo a lo recomendado por el fabricante, para poder
distinguirlos por la diferencia entre los pesos moleculares de uno y otro (NGF: PM= 15
kDa vs proNGF: PM= 18 kDa) en un gel de poliacrilamida al 20%. Se utiliz6 suero
bovino al 10% para bloquear las marcas inespecificas. Al analizar las membranas,
tampoco se encontraron cambios significativos en ninguna de los tamafios de banda

estudiados (Fig. 9D), asi como tampoco en los niveles de ACh (Fig.9C).

A NA intraovérica B NGF intraovarica C ACh intraovarica
250+ 40 -
400+ *
o 2 2004 )
2 1 @ = 304
z . 1 S 1504 1T 5
(=]
£ 2001 E £ 20
£ 100 =
%1 100 g E 10
2 100+ 2 50 T
4 <
Ll g | elmm =] 4 4
Sham SONX-PNX Sham SONX-PNX Sham SONX-PNX
35kDa —» e = a . | proNGF (~ 34kDa)
25 kDa =——p {
15 kDa —» B-NGF (~ 14kDa)
35kDa = T = —— . |B-actina ¢ 42 kDa)
L ] J
T T
Sham SONX-PNX

Figura 9: Efectos de la denervacion SONX en NA, NGF y ACh en ovario de rata. A. Disminucion
significativa de NA (control del experimento). No hay cambios en NGF ni ACh (B-C). Todos los valores
corresponden al promedio + EEM (n=4 de cada grupo). Andlisis estadistico de t-student no pareado, p<
0,05.

4.2.2.2. Denervacion farmacolégica con guanetidina
Guanetidina es un agente bloqueante de neuronas adrenérgicas, cuya
administracién cronica a altas dosis causa la destruccion de las neuronas simpaticas
periféricas, sin afectar otros tipos celulares (Manning et al., 1983). Después de tres
meses de terminado el tratamiento, los animales no mostraron mayores cambios en el

peso, tal como se ha descrito antes (Garrido et al., 2018). Tal como se esperaba, el
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tratamiento produjo una disminucién de noradrenalina ovérica (Fig.10A). Sin embargo,
no encontramos que los niveles de NGF cambiaran, ni por ELISA ni por WB (Fig.10B y
C). De todas formas se determinaron los niveles de ACh y actividad ACHE, sin

encontrar cambios (Fig.10D y E).

Debido a que no se pudieron aumentar de forma significativa los niveles de
NGF enddgenos ni a corto ni a largo plazo, es que se decidi6 realizar un tratamiento

farmacologico con NGF.
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Figura 10: Efectos de la denervacién quimica con guanetidina (GD) en NA, NGF, ACh y ACHE en ovario
de rata. A. Disminucion significativa de NA (control del experimento). No hay cambios en NGF ni ACh ni
ACHE (B-D). Todos los valores corresponden al promedio + SEM (n=3 de cada grupo). Analisis
estadistico de t-student no pareado, p< 0,05.

4.3. Tratamiento farmacolégico in vivo con 100 ng/mL de

NGF

Ratas de 3 meses de edad fueron tratadas con 100 ng/mL de NGF por medio
de la implantacion de una minibomba osmatica. Para evitar efectos compensatorios
del ovario remanente, los animales fueron hemiovariectomizados. No se encontraron
diferencias en el peso de los animales al final de los 28 dias de tratamiento (Sham=
311,348,147 g vs NGF= 298,3+12,91 g [n.s]). NGF in vivo tiene efectos troficos en las
neuronas que inervan el tejido ovarico (Dissen et al., 2009), tal como determinamos

con el aumento en los niveles de la enzima tirosina hidroxilasa (Fig.11A y B). Cuando

32



determinamos los niveles de ACh, encontramos una disminucién después de los 28
dias de tratamiento (Fig.11C). Estos resultados fueron reafirmados cuando
comparamos estos ovarios con los obtenidos al inicio por ULO (ovario inicial), donde
se determind que los ovarios tratados con NGF tienen una concentraciébn menor
(Fig.11D).
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Figura 11: La administracion in vivo de NGF intraovarico aumenta los niveles de TH y disminuye la
acetilcolina. Sham, animales expuestos a cirugia sham; y NGF, animales expuestos a 100 ng/mL de NGF
infundido localmente al ovario por medio de la minibomba osmética. Andlisis de western blot de tirosina
hidroxilasa (56 kDa) y GAPDH en el ovario. Se muestran membranas representativas de cada proteina.
(B) Gréfico de barra muestra la cuantificacion de los niveles de TH en comparacion a GAPDH en cada
condicion. Los pixeles fueron contados usando el software ImageJ (U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EE.UU). (C) Niveles disminuidos de ACh ovéarica. Test t-student no pareado. Ningun
cambio se encontrd en el peso de los ovarios después de 28 dias de tratamiento entre grupo sham y NGF
(sham = 74,61 + 8,189 mg; NGF = 52,78 + 10,44 mg). (D) Una disminucién porcentual en los niveles de
ACh después del tratamiento con NGF relativo a los niveles iniciales — ovario inicial corresponde al ovario
contralateral que fue removido en el dia 0: Sham Sham = 128 + 9,53% vs. NGF = 99,6 + 10,7%. *P < 0.05,
test Chi-cuadrado. Todos los valores corresponden al promedio + SEM (n=5 de cada grupo), *P < 0.05.

Ya que la disminucién de ACh podria ser mediado por un aumento en la
enzima ovarica que la biodegrada, ACHE (Blohberger et al., 2015), determinamos sus

niveles por medio de WB. Tal como se puede ver en la Fig.12A, se encontraron dos
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tamafios de bandas principalmente y se encontré un aumento significativo para la de
70 kDa. En este sentido, cabe sefalar que en ovario se han descrito dos isoformas, R
y S (Urra et al.,, 2016), y con distintos tamafios de bandas para cada una. Sin
embargo, no contamos con un anticuerpo que distinga entre ambas isoformas en rata
(Riquelme, 2019). A pesar de los cambios descritos para ACHE (Fig.12B y C), no
encontramos cambios en la actividad colinesterasa, tal como se observa en la Fig.12D.
Por lo tanto, los cambios observados pareciera que no se relacionaron directamente
con un aumento de la biodegradacién de ACh.
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Figura 12: Andlisis por western blot revelé que la isoforma de 55 kDa de ACHE aumenta luego del
tratamiento in vivo con NGF. (A) Andlisis de western blot de ACHE y GAPDH en el ovario. Se muestran
membranas representativas de cada proteina, y dos bandas de tamafio 50 kDa y 70 kDa fueron
identificadas. GAPDH fue usado como control de carga. (B) Grafico de barras que muestras de la
cuantificacion de los niveles de proteina de ACHE isoforma de 55 kDa. **P < 0,01, test Mann-Whitney no
pareado. (D) La actividad de ACHE ovarica no fue afectada. Todos los valores corresponden al promedio
+ SEM (n=5 de cada grupo), *P < 0,05, test t-Student no pareado.

Tal como se comentd antes, el tratamiento in vivo con NGF se realiz6 por
medio de la implantacién de una minibomba osmética. Aunque el tratamiento fue local,
NGF tuvo otros efectos tales como el aumento de TH de las neuronas simpaticas que
inerva el ovario y que podrian estar afectando los resultados de NGF sobre las células
productoras de ACh.
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4.4, Efectos de tratamiento in vitro con NGF

Para determinar los efectos de NGF locales en el sistema colinérgico ovarico,
se obtuvieron ovarios de ratas prepuberes de 26 dias y se determinaron los niveles de
ARNmM de ChAT y VACHT luego de 3 y 24 hrs de incubacion con 100 ng/mL de NGF.
Se encontré que a las 3 hrs el tratamiento produjo un aumento de cuatro veces de
ambos ARNm en comparacién al grupo control (Fig.13A y B). También se midieron los
niveles de ACh y se observo que en este mismo tiempo existia un aumento discreto
pero no significativo de ACh (Fig.13C). Ademas, se observd la disminucién en los
niveles de ACh en el medio de incubacién (Fig.13D). Es decir, NGF estaria
estimulando la biosintesis de ACh via ChAT, pero pareciera requerir mas tiempo para
que los cambios a nivel molecular lleguen a incrementar los niveles del
neurotransmisor. Sin embargo, esta reportado que después de 72 hrs de incubacién
se produce luteinizacion en el ovario (Richards et al., 1986).
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Figura 13: Incubacion in vitro de NGF aumenta ARNm de ChAT y VAChT pero disminuye la ACh en el
medio. Medios ovarios fueron incubado en buffer Krebs por 3 hrs: Control, incubado solo en medio; NGF,
incubado con 100 ng/mL de NGF. (A,B) Veces de aumento en la expresion de ARNm de ChAT y VAChT
después de la incubacion con NGF. ARNm de GAPDH fue usado como gen control enddgeno. (C) Un
leve pero no significativo aumento fue encontrado en los niveles de ACh en el 60 % de los animales. (D)
Veces de cambios de ACh en medio de incubacion. Todos los valores corresponden al promedio + SEM
(n=5 de cada grupo).

4.5. Efecto del aumento de NGF y disminuciéon de ACh en la
funcion ovarica

Esta descrito que el tratamiento crénico con NGF produce alteraciones en el
desarrollo folicular normal. El tratamiento disminuyé el niamero de ciclos estrales
(Fig.14), tal como se ha descrito antes (Dissen et al., 2000; Dissen et al., 2009).
Encontramos que el tratamiento produjo la promocién de la via atrésica y quistica por
sobre la via sana (Fig.15). Estos cambios también se ven en la reduccion del nUmero
de ciclo estrales, que son el reflejo del nimero de ovulaciones de las ratas, y en el

namero de cuerpos luteos mas grandes (Fig.16). El tratamiento también llevé a una
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reduccion en los niveles de progesterona (Tabla 3). Ningin cambio se encontr6 en los

niveles de androstenediona, testosterona y estradiol.
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Figura 14: La ciclicidad estral fue afectada por una administracion in vivo de NGF. El peso de los animales
después de 28 dias de tratamiento fueron: Sham 311,3 + 8,147 g vs. NGF = 298,3 + 12,91 (n.s). (A) Se
muestran tres perfiles representativos de ciclo estral antes (14 dias) y durante el tratamiento (28 dias) por
cada condicién (flechas indican la implantacién de minibomba osmética o la cirugia sham). Eje vertical
describe las diferentes etapas del ciclo estral. (B) Cada barra representa el nimero de ciclos estrales
estimados como el paso regular desde proestro (P) a estro (E) seguido por diestro (D) en los dias de
observacion. Todos los valores corresponden al promedio + SEM (n=5 de cada grupo). *P<0,05, test t-
Student no pareado.
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Figura 15: Analisis morfométrico de los ovarios después de la exposicién intrabursal durante 28 dias con
100 ng/mL de NGF. La dindmica folicular alterada fue encontrada en animales tratados con NGF: se
observo la disminucion en nimero de foliculos secundarios (A) y antrales sano (B), un aumento en el
namero de foliculos antrales atrésicos (C), aumento en cuerpos liteos (D) y la aparicién de estructuras
quisticas (E). (F) Resumen de los cambios en el desarrollo folicular. Todos los valores corresponden al
promedio + SEM (n=5 de cada grupo). (A)(B)(C)(E) ***P < 0,001 (D) **P<0,01, test t-Student no pareado.
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Figura 16: Efectos de NGF en el tamafio de los cuerpos lateos. Los de tamafio menor a 499 um fueron
aumentados por el tratamiento con NGF, y los de 500-1099 um, fueron disminuidos. Todos los valores
corresponden al promedio + SEM (n=5 de cada grupo). Andlisis estadistico de ANOVA de una via, *p<
0,05, **p<0,01; y test a posteriori de Tukey de comparaciones multiples.

Tabla 3: Concentracion plasmatica de progesterona, androstenediona, testosterona, y estradiol
después tratamiento NGF

Hormona Sham NGF
Progesterona (ng/mL) 10.8+ 1.9 45+1.8(*%
Androstenediona (ng/mL) 0.33+0.2 0,29+0.1
Testosterona (ng/mL) 0.32+0.1 0.24+£0.1
Estradiol (ng/mL) 22.3+£26 26.3+£5.0

Los resultados corresponden a 5 animales en cada condicion y son expresadas como valor promedio +
EEM. *P < 0,05, test t-Student no pareado.

4.6. Efecto de carbacol en el sistema colinérgico ovarico

La reduccién en ACh que produjo el tratamiento in vivo con NGF podria estar
relacionada con el desarrollo folicular. Para determinar esto, utilizamos carbacol, un
agonista colinérgico muscarinico no degradable por ACHE, y se realiz6 el tratamiento
local durante 4 semanas por medio del uso de minibomba osmotica. Resultados
previos de nuestro laboratorio han mostrado que ACh produce una promocion de la via
sana en la dinamica folicular, junto con una reduccién en el nUmero de quistes (Araya,
2020; Urra et al., 2016). Cuando estudiamos los efectos sobre el sistema colinérgico,
no encontramos cambios en la ACh. Interesantemente, al determinar los niveles de
ACHE, el tratamiento produjo una disminucion significativa de la proteina en la banda

de 100 kDa, pero que fue acompafiado por un aumento en la actividad ACHE.
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Figura 17: Efectos del tratamiento in vivo con carbacol en el sistema colinérgico ovarico. Sham, animales
expuestos a cirugia sham; y NGF, animales expuestos a 100 ng/mL de NGF infundido localmente al
ovario por medio de la minibomba osmotica. (A, B) No se encontraron cambios en ACh ni ACHE isoforma
de 55 kDa. (C, D) NGF produjo una disminucion en ACHE isoforma 100 kDa, en cambio, un aumento en
la actividad colinesterasa. Todos los valores corresponden al promedio + SEM (n=5 de cada grupo).
*P<0,05, test t-Student no pareado.

Se sabe que el tratamiento no produce cambios en la ciclicidad estral (Araya,
2020). El analisis morfométrico de los ovarios después de la exposicion a carbacol no
mostré cambios en el nimero de foliculos antrales sanos, pero aumenté el nimero de
cuerpos lateos y disminuy6 las estructuras quisticas (Araya, 2020). Respecto a los
marcadores colinérgicos, aunque se encuentra la actividad catalitica de ACHE
estimulada, aparentemente mediado por el incremento de la isoforma de 100 kDa, no
se encontraron cambios en los niveles de ACh (Fig.17). En general, se podria decir
que se encontré un claro efecto de la estimulacién colinérgica sobre el desarrollo
folicular, en donde el desbalance del sistema autébnomo dual hacia la via colinérgica

promueve la funcion ovarica (Fig.18).
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Figura 18: Apariencia morfolégica de los ovarios tratados con 100 ng/mL de NGF o 100 pM de carbacol
durante 28 dias. Se muestra una imagen representativa para cada grupo (A-C). Se observa la aparicion
de estructuras quisticas (Q) por el tratamiento con NGF (B) y el incremento en el nimero de cuerpos
luteos (CL) por el tratamiento con carbacol (C).
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5. DISCUSION

La evidencia reciente sugiere la existencia de un sistema colinérgico
intraovarico, cuyo rol es relevante en la funcion ovarica (Du et al., 2018; Riquelme et
al., 2019, 2021). El desbalance entre la via simpatica y la colinérgica puede llevar a
condiciones patolégicas, tales como las inducidas por el tratamiento con EV, un
modelo de PCOS (Brawer et al., 1986; Lara et al., 2000; Sotomayor-Zarate et al.,
2008), en donde las fibras simpaticas que inervan el ovario estan activadas de forma
crénica y participan en el establecimiento de la condicion de éste sindrome. A pesar de
lo sabido sobre la importancia de ACh en el mantenimiento de la homeostasis del
organo, no es claro como se regula su produccion dentro del ovario. Recientemente,
descubrimos que la estimulacion simpética crénica por estrés estimula el sistema
colinérgico intraovarico (Riquelme et al., 2019). En este trabajo encontramos que el EV
también produce un aumento en los niveles de ACh. La observacién més importante
de todo nuestro trabajo fue el efecto estimulatorio de NGF in vitro en el aumento de las
enzimas metabdlicas que participan en la biosintesis y almacenamiento de ACh
intraovarico. Este efecto fue replicado en la enzima que degrada ACh, ACHE, después
del tratamiento in vivo a largo plazo. El hecho de que el tratamiento in vivo con NGF no
indujese un aumento in vivo de ACh, llevd a un desbalance en los sistemas
simpatico/colinérgico, resultando en un desarrollo folicular aberrante con una
disminucién concomitante en los niveles de plasmaticos de progesterona. De esta
forma, en este trabajo postulamos que NGF estimula el sistema colinérgico y la
produccién de ACh en el ovario de la rata. Ademas, lo postulamos como un regulador
dual del control autondmico ovarico, que seria esencial para el mantenimiento de la

homeostasis del 6rgano.

5.1. Determinaciéon de ARNm de ChAT mediante RT-gPCR y

la distribucidn de la proteina de ChAT en el ovario de rata

No conociamos de trabajos previos en los que se haya encontrado un par de
partidores para ARNm de ChAT y que hayan sido Gtiles en ovario de rata, llegando a
plantearse la posibilidad de que en el ovario existiria un empalme alternativo (Fritz et
al., 1999). Por lo tanto, inicialmente se implement6 la determinacion del ARNm de
ChAT en ovario en rata a partir de partidores previamente publicados para otros
tejidos, teniendo éxito con el par descrito en el trabajo de Soret y colabs. (Soret et al.,
2010), reafirmando el hecho de una produccion intraovarica de ACh. A partir de estos
partidores, estudiamos la distribucion de chat, y corroboramos que es similar a la

descrita antes para la proteina ChAT (Fritz et al., 1999), ya que se encontré una mayor
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cantidad del ARNm en lafraccion enriquecida en CGs que en el resto del ovario

(células de la teca y estroma).

Respecto a la proteina ChAT, se estudié inicialmente por medio de western blot
ya que existian trabajos previos en los que se estudiaron los efectos de NGF mediante
ésta técnica: una de las ventajas es la posibilidad de analizar distintas proteinas que
se pueden encontrar en el ovario en una misma membrana, tal como la ACHE. Sin
embargo, técnicamente no obtuvimos resultados satisfactorios y no se pudo
determinar certeramente la proteina, a pesar de que se probaron dos anticuerpos de
origen y caracteristicas distintas, usando diferentes concentraciones y probando
distintos tratamientos para el bloqueo de las marcas inespecificas. Por lo tanto, no fue
posible corroborar los resultados antes publicados mediante ésta técnica (Meinel et al.,
2015). Creemos que a diferencia de las células luteales bovinas, el ovario de rata no
presenta una gran cantidad de ChAT y por eso no la pudimos detectar en el
homogenizado. Para corroborar esta informacion, seria conveniente analizar los
homogenizados de ovario utilizando los mismos anticuerpos de publicaciones
anteriores (Fritz et al., 1999; Meinel et al., 2015). Lamentablemente, no se encuentran
disponibles comercialmente. Por lo tanto, en un préximo trabajo, deberia considerarse
trabajar con las CGs aisladas para aumentar la sensibilidad del ensayo. Como
alternativa para alcanzar los objetivos propuestos, se implement6 la determinacién de
ChAT por IHQ, en donde tuvimos resultados interesantes: tal como se mencioné mas
arriba, estudios previos indican que la proteina se expresa principalmente en CGs y
abundantemente en los foliculos antrales grandes sanos en ovario de rata (Fritz et al.,
1999). Sin embargo, en este trabajo no fue posible reproducir tales resultados,
encontrando inmunoreactividad positiva especifica en las CGs de foliculos atrésicos,
ovocitos e, incluso, estroma. Estos resultados también son discordantes con los
estudios en otras especies (Mono rhesus y Homo sapiens sapiens) en donde también
se ha demostrado la presencia de ChAT en las CGs (Du et al., 2018; Meinel et al.,
2015). Tal como se mencioné mas arriba, los anticuerpos utilizados esos trabajos no
se encuentran disponibles comercialmente. Por lo tanto, al respecto, solo queda
mencionar que en estas publicaciones no se indic6 el uso del anticuerpo preadsorbido,
necesario para validar el ensayo y confirmar la especificidad de la marca hallada.
Ahora bien, a pesar de que en nuestro andlisis se evalué la especificidad de la
inmunoreactividad por medio del uso del péptido de bloqueo recomendado por el
proveedor, la informacion que aportan estos resultados difiere significativamente de los
conocimientos que se tienen respecto al funcionamiento del sistema colinérgico: Por

ejemplo, el hecho de que dentro de un foliculo en crecimiento solamente el ovocito
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sintetice ACh propone que la ACh debe atravesar todo el foliculo para estimular la cs
de la teca en la periferia del foliculo y estiular la ovulacién, algo poco factible si se
considera queen el fluido folicular se encuentra la ACHE, enzima que tiene una alta
actividad catalitica de degradacion del neurotransmisor (aprox. 25.000 moléculas de
ACh por segundo) y que se ha descrito que esta presente en las membranas de las
CGs y en el mismo liquido folicular (Blohberger et al., 2015; Urra et al.,, 2016).
Ademas, la presencia de ChAT solamente en foliculos atrésicos no tendria relacién
con el hecho de que el aumento de ACh se correlaciona estrechamente con una
promocion del desarrollo folicular, reflejado por un aumento en los foliculos
secundarios y los cuerpos luteos (Du et al., 2018; Urra et al., 2016). Se ha planteado el
rol auto- y paracrino de la ACh dentro de los foliculos debido a la presencia de los
receptores muscarinicos en las mismas células productoras (GCs). Ahora bien, si
efectivamente ACh fuera producido por los foliculos atrésicos y por el estroma, ésta
molécula tendria un rol principalmente autocrino que podria funcionar como una sefial
de muerte celular dentro del foliculo, lo que no tiene relacion con todas las funciones
planteadas hasta ahora. En este sentido, aunque en la misma promocion del
desarrollo folicular también se ha visto el aumento del numero de foliculos atrésicos
(Urra et al., 2016), esto estaria mas bien relacionado con la misma estimulacion del
crecimiento y diferenciacion de todos los foliculos, siendo la atresia un proceso normal
dentro de los foliculos que no fueron seleccionados para ovular. A su vez, estos
mismos resultados discrepan con lo observado para chat, que se distribuye

principalmente en la fraccion enriquecida en CG y no en el estroma.

Todos los conflictos que generan estos resultados con la informacion antes
publicada abarcan una amplia gama de diversas explicaciones. Por ejemplo, las
discrepancias antes descritas podrian estar relacionadas con el desconocimiento del
estadio en el que se encontraban las ratas del trabajo antes publicado (Fritz et al.,
1999). La produccién de ACh y expresion de sus receptores (muscarinicos) podria
cambiar durante el desarrollo, dando cuenta de una dindmica estral similar a la
observada con la noradrenalina: Se ha observado un aumento en el contenido de
noradrenalina y en el nimero de sus receptores 3 durante el desarrollo de la rata (Ricu
et al., 2008), asociado especificamente al periodo de la primera ovulacion. Ademas, se
ha observado que en proestro tardio del periodo peripuberal hay una mayor respuesta
esteroidogénica frente a la estimulaciobn con agonistas adrenérgicos (Aguado et al.,
1982). Es en este periodo puberal en donde ocurren distintos cambios fisioldgicos que
van a promover la maduracion del ovario y sus funciones, tal como el primer peak de

la hormona luteinizante, apertura vaginal, primera ovulacién y la aparicién de los
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primeros cuerpos luteos (Leung and Adashi, 2004). Al comparar el estadio peripuberal
con los niveles de ACh, resulta interesante que no se haya encontrado una tendencia
al aumento de ésta molécula en proestro, que es donde se encuentran formados los
foliculos periovulatorios, los que deberian producir una mayor cantidad del
neurotransmisor segun lo descrito antes (Fritz et al., 1999) y, por lo tanto, producir un
aumento del neurotransmisor (Cruz et al., 2015). Sin embargo, estos resultados no
descartan la posibilidad de que el aumento haya sido discreto y local, y que al analizar
un homogenizado de ovario (tal como se hizo en este trabajo) no sea posible detectar
este aumento. También se observé la tendencia a la disminucion desde el anestro al
estro en la concentracion de ACh sin cambios en la cantidad de ACh. Esto ultimo
podria demostrar que, a diferencia de lo descrito en modelo bovino, los cuerpos liteos
en rata efectivamente no tienen capacidad de sintesis de ACh, algo antes visto por
Fritz (Fritz et al., 2001). Resultados similares se encontraron a nivel molecular, con un
aumento del ARNm de ChAT en diestro, que podria dar cuenta de la relacién entre el
tamafio de los foliculos antrales en crecimiento y que pronto seran pre-ovulatorios; y
con los niveles de ACh, de cambios discretos y locales que no pueden ser detectados
por medio del andlisis del tejido completo.

De esta forma, los resultados sobre el sistema colinérgico en la pubertad
parecieran coincidir, en general, con lo planteado en la literatura hasta ahora. Sin
embargo, a pesar de lo sugerente de estos resultados, todos estos fueron parte de
experimentos exploratorios ya que se trabajé con un ndamero inicial de 3 animales por
grupo. Debido a la posibilidades que se abren para describir los cambios que estarian
ocurriendo durante el desarrollo, creemos que se requiere de la caracterizacion
completa del sistema colinérgico intraovarico en las distintas edades del animal. Junto
con esto, se requiere determinar la contribucion en los niveles de ACh que tiene la
inervacion vagal ya que a pesar de la evidencia planteada por esta tesis y otros
articulos antes publicados, algunos autores plantean que la principal contribucion
intraovarica seria via la inervacion extrinseca. Esto ultimo se encuentra en estudio en
nuestro laboratorio (trabajo en preparacién). Ya que el objetivo de este trabajo era
evaluar los efectos de NGF sobre el sistema colinérgico, consideramos que toda esta
investigacion deberia ser parte de futuros trabajos en el &rea y no forman parte del
objetivo general ni de los especificos de esta tesis. Por lo tanto, lamentablemente no
se pudo obtener la caracterizacion de la proteina ChAT ni en su distribucion
intraovarica ni en los cambios que tuvo en los distintos grupos experimentales

evaluados en este trabajo. Efecto de NGF sobre los niveles de ACh intraovaricos.
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5.2. Efecto de NGF sobre los niveles de ACh intraovaricos

5.2.1. Valerato de estradiol (EV) induce un aumento de ACh

En neuronas simpaticas, el tratamiento con EV lleva a un aumento en los
niveles de noradrenalina y un fenotipo ovarico similar al de PCOS (Del Campo et al.,
2019; Lara et al., 1993). Después de 30 dias, el EV produce un incremento en NGF y
que el receptor de NGF que estaria involucrado seria NGFR en el ovario de rata, ya
que se encontré un aumento similar y no hubo cambios para trkA) (Lara et al., 2000).
Efectos similares se han visto posterior al implante ovarico de células sobre
productoras de NGF y por células transformadas que producen NFG, animales en los
que se indujo un fenotipo de PCO(Dissen et al., 2000; Manti et al., 2020). En este
sentido, no es sorprendente encontrar cambios dependientes de estrogenos en
nervios simpaticos y en neuronas colinérgicas ya que se ha demostrado que los
estrégenos convergen con vias de sefializacién de neurotrofinas (Singh et al., 1999;
Toran-Allerand and Sétalo, 1999). Sin embargo, de acuerdo a los antecedentes
presentados y a los resultados obtenidos en este trabajo, el aumento de ACh por el
tratamiento con EV seria mediado por NGF (Al-Zi'abi et al., 2009; Meinel et al., 2015).
Dentro del contexto de hiperinervacion del 6rgano, el aumento de ACh podria proteger
a los foliculos ovaricos de las acciones de una via simpatica sobre-activada (Del
Campo et al., 2019; Dissen et al., 2009). Con el fin de explorar ésta hipétesis y los
efectos de NGF en las actividades de las enzimas involucradas en la biosintesis y la

degradacion de ACh intraovarica, utilizamos enfoques in vivo e in vitro.

5.2.2.El tratamiento in vivo con NGF reduce los niveles de
ACh y potencia la produccién de la isoforma 55 kDa de
ACHE

El tratamiento intrabursal con NGF in vivo alter6 el ciclo estral, semejante a lo
que observé en estudios previos de ovario implantados con células sobre-productoras
de NGF (Dissen et al., 2000) o células transformadas que producen NFG (Manti et al.,
2020). El NGF administrado localmente activd las neuronas simpéticas, tal como se
evidencié por el incremento de la expresion de TH, la enzima limitante en la biosintesis
de NA. Se ha descrito que los ovarios de animales con niveles aumentados de NGF
son hiperinervados por fibras catecolaminérgicas, dando un tono simpético aumentado
en la glandula (Dissen et al., 2009). Aunque NGF in vitro aumentdé la expresion de las
enzimas involucradas en la biosintesis de ACh, inesperadamente disminuy6 los

niveles de ACh, incluso sin cambios en la actividad ACHE.
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Encontramos que al comparar el ovario inicial (ovario contralateral recolectado
justamente antes de la instalacion de la mini-bomba osmética) con el del final del
tratamiento con NGF los niveles de ACh por ovario eran significativamente menores.
No tenemos informacion acerca de los mecanismos de liberacién de ACh dentro de las
CGs y si estos son regulados por otros factores (Auld et al., 2001). Sin embargo, se ha
descrito en cultivos primarios de neuronas colinérgicas que NGF promueve la
liberacion de ACh (vesicular y espontanea) mas rapido que lo que potencia la actividad
de ChAT, en una manera concentracion- y tiempo-dependiente, hasta 10 dias después
de iniciado el tratamiento (Auld et al.,, 2001; Oosawa et al., 1999), lo que podria
explicar parte de los resultados encontrados. Un modelo complementario es el
propuesto por Riquelme y colabs. (Riquelme et al., 2019), quien propuso que la ACh
era almacenada en vesiculas dentro de las CGs y no seria expuesta a la degradacion
por ACHE (todo esto en el contexto de estimulacién simpatica crénica). Sin embargo,
la ACh una vez liberada no actuaria en los receptores muscarinicos para ejercer su
accion tréfica debido a la actividad catalitica aumentada de ACHE. Mas investigacion
es necesaria para tener una mejor compresion de los mecanismos de liberacion y su

rol en la actividad colinérgica intraovarica.

Ademas de lo anterior, se tiene que considerar que los niveles de ACh también
son regulados por colinesterasas. Se ha reportado que la actividad colinesterasa
ovarica es mediada principalmente por la ACHE (Blohberger et al.,, 2015),
encontrandose las isoformas de ACHE —-S y —R en ovario de rata (Urra et al., 2016).
Se sabe que éstas isoformas tienen diferentes caracteristicas y distribucion celular: la
isoforma -S es capaz de formar multimeros que se unen a proteinas de anclaje y son
parte de la membrana sinptica, mientras que la ACHE-R no se agrupa y es soluble
una vez secretada. En estudios de ratones y humanos se ha encontrado que ACHE-S
tiene diferentes pesos moleculares (55, 60 y 70 kDa), los que dependerian de
modificaciones post-traduccionales (Garcia-Ayllén et al., 2012; Gilboa-Geffen et al.,
2007; Montenegro et al., 2017; Silveyra et al., 2008). Por otra parte, el tamafio
molecular de ACHE-R es de 55 kDa (Garcia-Ayllon et al., 2012; Gilboa-Geffen et al.,
2007; Montenegro et al., 2017). Cuando analizamos ACHE después de la estimulacion
con NGF, encontramos un incremento de 2 veces pero solamente en la isoforma de 55
kDa. El anticuerpo monoclonal (All, Santa Cruz Biotechnology) que usamos no
discrimina entre ambas isoformas, por lo que no pudimos saber a cual corresponderia
(tampoco existe un anticuerpo comercial que permita distinguir entre ambas isoformas
en rata). Respecto a estos resultados, es sabido que los niveles de ACHE aumentan

para compensar el exceso en ACh en el cerebro, tal como se ha visto en el hipocampo
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y nacleo caudado (Imperato et al.,, 1991; Kaufer et al., 1998). Por lo tanto, es de
esperarse que en nuestro estudio hubiera en algin momento el aumento en ACh. En
este sentido, se ha descrito que la accion del estrés o de un inhibidor de ACHE lleva a
un corte y empalme alternativo que produce un gran aumento del ARNm de ACHE-R
(Kaufer et al., 1998). Creemos que este aumento en la masa de la proteina podria
estar relacionado con la isoforma -R. Sin embargo, el ARNm de ACHE-R es menos
estable que el de ACHE-S (Chan et al.,, 1998), y su expresién esta limitada a la
duracion de su estimulo. El aumento de ACHE-R es relevante en cuanto a las
funciones no tréficas que se han descrito asociadas a la secuencia Unica de 26
aminoacidos del extremo C-terminal, ARP (Grisaru et al., 2001).Se ha descrito que
este fragmento ARP de la AChE-R induce muerte celular activada por quinasas de la
via de la necroptosis en CGs humana (Blohberger et al., 2015). En este trabajo
planteamos que habria una relacién entre el aumento de la atresia por el tratamiento a
largo plazo con NGF y el aumento en ACHE-R, promoviendo la muerte de los foliculos
via la necroptosis, un tipo de muere celular regulada (Blohberger et al., 2015). Esta
disminucion en el niumero de foliculos contribuiria a la disminucion en ACh. Mas
investigacion es necesaria para determinar el mecanismo involucrado en este proceso.

NGF aumentd el ARNm de ChAT y VAChT pero no la produccién de ACh in vitro.

5.3. NGF aument6é el ARNm de ChAT y VAChT pero no la
produccion de ACh in vitro
Después de tres horas de incubacion del ovario en la presencia de NGF
aument6 en alrededor de cuatro veces el nivel de ARNm de ChAT. Este cambio
concuerda con los informes previos donde el tratamiento 100 ng/mL de NGF estimula
la produccién de ChAT en células luteales bovinas y CGs humanas (Al-Zi'abi et al.,
2009; Meinel et al., 2015). Tal como se menciond antes, aungue no se ha establecido
gue ACh sea almacenada en vesiculas, VAChT se ha encontrado expresada en CGs
(Fritz et al., 1999). En modelos neuronales se ha observado que ambas proteinas son
expresadas juntas debido a que los genes de VAChT estan localizados en el primer
intrén de los genes de ChAT y a que comparten la misma direccion transcripcional
(Mallet et al., 1998). Nosotros encontramos un aumento en ARNm de VAChT después
del tratamiento de NGF; por lo tanto, pensamos que el tratamiento aumentaria la
expresion de proteinas y que probablemente estimularia la produccion y
almacenamiento vesicular de ACh. A pesar de estos resultados promisorios, cuando
analizamos los niveles de ACh en nuestro modelo in vitro, encontramos un leve pero
no significativo incremento en el 66 % de las muestras después de 3 hrs de

incubacién. Tampoco encontramos mayores cambios a las 24 horas del tratamiento de
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NGF (no mostrado). En este sentido, cabe sefialar que consideramos varios factores
en nuestro protocolo experimental: Primero, usamos ovarios de ratas prepuberales
para descartar la interferencia de estructuras que no producen ACh en ratas, tales
como el cuerpo luteo (Fritz et al., 1999; Fritz et al., 2001). Ademas, la incubacién in
vitro de ovarios permitid eliminar la contribucion exdgena de las fibras neuronales
colinérgicas y simpaticas que inervan el 6rgano. Segundo, nuestro modelo ha
demostrado ser (til para evaluar los efectos ovaricos de diferentes neuropéptidos,
incluyendo NGF (Fernandois et al., 2012; Julio-Pieper et al., 2006; Squicciarini et al.,
2018). A pesar de que encontramos una disminucién en niveles de ACh en el medio
de incubacién, esto podria estar relacionado a la mayor liberacion de ACh, siendo
expuesta a la degradacion por ACHE. Tal como se mencioné antes, desconocemos
los mecanismos de liberacién de ACh, por lo que mas investigacion es necesaria para
resolver este punto. Se ha observado en co-cultivos septohipocampales y cortes
hipocampales, que 3 a 4 semanas de estimulacibn de NGF son necesarias para
observar cambios en el neurotransmisor y en la actividad catalitica de ChAT (Gahwiler
et al., 1990; Lapchak and Hefti, 1991), por lo que nuestros resultados indicarian que
se requeriria un tiempo mayor de estimulacion para observar cambios en el
neurotransmisor. Sin embargo, tal como se mostr6é en los resultados, después de 4
semanas de tratamiento in vivo se encontré una disminucion significativa de los niveles
de ACh por razones que se discuten mas adelante. Por lo tanto, creemos que una
estimulacion in vivo en un periodo superior a 24 hrs e inferior a 3 semanas seria un
periodo de tiempo interesante para evaluar la efectividad de NGF para estimular la

produccion de ACh.

5.4. El desbalance del sistema colinérgico intraovarico y la
via simpatica sobre-activada debido al exceso de NGF

intraovarico produce una dinamica folicular alterada

La funcién ovarica fue alterada en los ovarios de ratas expuestas a NGF. El
reclutamiento inicial fue afectado, tal como observa en el numero de foliculos
secundarios reducido. Todo esto a pesar del hecho que NGF promueve su crecimiento
y diferenciacion (Cordon-Cardo et al., 1991; Dissen et al., 2001; Romero et al., 2002).
Dissen y colabs. no encontraron cambios en foliculos preantrales después de
implantar las células productoras de NGF en ovarios de rata. A diferencia de nuestro
trabajo, Dissen y cols., presentaron resultados de ovarios tratados por 60 dias con
NGF, y los mecanismos compensatorios en el reclutamiento inicial podrian ser
responsables de la diferencia con nuestros resultados (Dissen et al., 2000). Respecto

del reclutamiento ciclico, encontramos una disminuciéon en el nUmero de foliculos
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antrales sanos y un aumento en los foliculos antrales atrésicos. Ya que las CGs de los
foliculos antrales sanos expresan ChAT (Fritz et al., 1999; Fritz et al., 2001), la
reduccion en su numero podria explicar la reduccién en los niveles de ACh después
del tratamiento con NGF. El aumento en los foliculos antrales atrésicos podria ser un
proceso atrésico dependiente de NGF via su receptor de baja afinidad NGFR (también
conocido como p75NTR)(Barrett, 2000). Sin embargo, NGFR es expresado a niveles
muy bajos o indetectable en las CGs de ovarios de rata (Dissen et al., 1991); por lo
tanto, el incremento de foliculos atrésicos podria estar promovido por otras causas,
tales como necroptosis. En este sentido, recientemente Du et al. reportaron que el uso
de necrostatina, un inhibidor de una quinasa de la via de la necroptosis, promueve el
aumento en el tamafio de los ovocitos y foliculos cultivados in vitro (Du et al., 2018).
En nuestro trabajo planteamos que habria una relacién entre la promocién de la
atresia por el NGF y el aumento en ACHE-R, promoviendo la muerte de los foliculos
via la necroptosis, proceso que ademas contribuiria a la disminucion en ACh. Mas
informacién es necesaria para determinar si el tratamiento a largo plazo con NGF
produce un aumento especifico de la isoforma ACHE-R y que lleve a un incremento
de ARP, promoviendo la muerte celular via necroptosis.

Cruz (Cruz et al., 2015) sugiri6 que ACh regula la ovulacién a través de los
receptores muscarinicos. Ahora nosotros reportamos una disminucién en el nimero de
cuerpos lateos, especificamente de los nuevos (grandes) cuerpos luteos y la
acumulacién de cuerpos luteos pequefios. Esta disminuciéon estd asociada con una
reduccion en el numero de ovulaciones en comparacioén al control. Mas aun, NGF
estimul6 la formacion de estructuras quisticas. En este sentido, es bien sabido que los
quistes producen alteracion en la funcion ovarica, tales como hiperandrogenismo,
anovulacién, e infertilidad (Dorfman et al., 2003; Fernandois et al., 2012; Lara et al.,
1993; Paredes et al., 1998). En general, todos estos cambios muestran que el
tratamiento cronico con NGF produce una disminucion en la funcién ovarica, pero no
solo por un aumento selectivo en el tono noradrenérgico, sino mas bien en ambos
neurotransmisores, habiendo una predominancia noradrenérgica debido al aumento en

la enzima ACHE y por ende, una reduccion de la ACh.

En este sentido, el presente hallazgo no se explica solamente por la
hiperactivacion de la via simpética en el ovario. De hecho, 4 semanas de estrés por
frio (activacion noradrenérgica crénica), que aumenta la noradrenalina ovarica y
produce un desarrollo folicular aberrante, induce una disminucion en el nUmero de
foliculos secundarios, cuerpos luteos y la aparicion de estructuras prequisticas

(Bernuci et al., 2013; Dorfman et al., 2003; Riquelme et al., 2019), a diferencia de lo
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aqui observado, en donde también se ven afectados los foliculos antrales.
Recientemente, se describié que el estrés crénico por estrés impredecible crénico
(CUMS, por sus siglas en inglés) disminuye NGF en el ovario (Fu et al., 2020).
Probablemente esto esté relacionado con un aumento no especifico en los niveles de
corticoides asi como se ha demostrado que ocurre en el ovario después de estrés por
frio/restriccion (Paredes et al., 1998). Al respecto, la més importante observacion fue
que la incubacién in vitro con NGF revierte los cambios inducidos por CUMS,
sugiriendo cambios en el balance de los neurotransmisores inducidos (probablemente,
ACh intraovarica) o en la inhibicién de la sintesis de corticoides. En este caso, el
desbalance en el sistema colinérgico intraovéarico podria ser el factor que regula el
desarrollo folicular normal, ya que aumentando los niveles de ACh por medio de la
inhibicibn de la ACHE, se potencia el desarrollo folicular y reduce el nimero de
estructuras quisticas (Urra et al.,, 2016). En nuestro caso, el desbalance en la
produccién/degradacion de ACh favorece su degradacion. Ademas, el aumento de la
isoforma de ACHE de 55 kDa (probablemente ACHE-R), el cual podria producir un
incremento de ARP (el que por si solo promueve la necroptosis)(Blohberger et al.,
2015), podria explicar los mas profundos efectos de NGF en el desarrollo folicular
aberrante (incluyendo la aparicién de estructuras prequisticas y quisticas). Todas estas
anormalidades junto con la via simpdtica sobre-activada podrian favorecer la

promocion de la via atrésica y las estructuras quisticas por sobre los foliculos sanos.

Nuestro laboratorio ha encontrado evidencia de un efecto regulador de ACh en
el desarrollo folicular ovérico por el uso de carbacol, un agonista muscarinico no
especifico, el cual no es degradado por ACHE (Araya, 2020). Esto explicaria que la
concentracion de ACh disminuida es la causa de la predominancia del tono
noradrenérgico responsable del fenotipo de PCO en la estimulacion cronica con NGF.
Este farmaco produjo cambios claros en la morfologia ovarica, mostrando los
resultados de un efecto colinérgico puro; asi, la estimulaciéon colinérgica llevé a un
aumento en el ndmero de cuerpos luteos (i.e. ovulacion). En este sentido, una
disminucion en foliculos quisticos indica que la activacion colinérgica esta en balance
con la activacion simpatica. Esos resultados son también apoyados por los
experimentos de Urra y colabs. (Urra et al., 2016), en el que se demostré que el
aumento en ACh intraovarico indujo un aumento en la ovulacién y fertilidad. Ademas,
recientemente se ha encontrado que ACh es capaz de revertir el fenotipo tipo PCO
inducido por el estrés por frio en ratas (Riquelme et al., 2021). Es interesante el
hallazgo que, a pesar de que se ve el aumento de la isoforma ACHE de 100 kDa y de

su actividad catalitica, no se vea una disminucion de ACh. Se sabe que la produccién
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de ACHE es regulada por la activacion de los receptores muscarinicos. Sin embargo,
no es el caso de la liberacion. Por lo tanto, en comparacion a la estimulacion con NGF,
carbacol estimularia el desarrollo folicular sin afectar ni el almacenamiento ni la
secrecion de ACh. A su vez, esto corrobora nuestras sospechas respecto a la posible
funcion de cada una de las isoformas: la de 100 kDa estaria vinculada a la actividad
catalitica tradicional; mientras que la de 55 kDa estaria relacionadas a las no-

cataliticas (por ejemplo, necroptosis via su fragmento ARP).

5.5. Nuestros resultados en el contexto conocido de NGF vy el

sistema colinérgico: el rol dual de NGF

Los resultados in vivo e in vitro demuestran el papel estimulatorio de NGF
sobre la via colinérgica (Figura 19). Aunque in vitro se observé el efecto local directo
sobre los foliculos ovéricos via la sintesis de chat, in vivo la estimulacion a largo plazo
de ambas vias (extrinseca, via las fibras simpéticas que inervan el érgano; y la
intrinseca, del sistema colinérgica intraovarica) produjo una hiperinvervacion del

organo, en donde primaron los efectos aberrantes sobre el desarrollo folicular.
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Figura 19: Resumen de los resultados obtenidos.

A partir de los resultados encontrados, podemos decir que la produccion de
ACh intraovarica es inducida por NGF via el aumento de la sintesis de ChAT (Figura
20). A pesar de que no podemos descartar la contribucidon nerviosa del nervio vago

(Linares et al., 2021), nuestro resultados indican que el principal productor de ACh
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seria el ovario, tal como se pudo ver al tratar cronicamente con NGF, en donde la
disminucion de los niveles de ACh se vio acompafiado por el decrecimiento en el
namero de foliculos ovaricos (foliculos secundarios y antrales sanos). En este sentido,
se sabe que las fibras colinérgicas son reguladas por NGF tanto en su crecimiento
como en su diferenciacion, por lo que este tratamiento cronico deberia haber
potenciado también a estas fibras y de esta forma los niveles de ACh, hecho que no
ocurrié. Por el contrario, solo la via nerviosa simpética extrinseca se vio potenciada,
favoreciendo la hiperinervacion ovarica por fibras noradrenérgicas, generando un

desbalance en la relacién de las vias simpatica/parasimpatica.

FIBRAS NERVIOSAS
VAGALES

OVARIO

————————————— > [ M Desarrollo folicular ]

Figura 20: ACh se produce principalmente dentro del ovario y su produccion es estimulada por NGF via
ChAT.

Finalmente, estos resultados también plantean la posibilidad de re-explorar los
conocimientos que se tienen de NGF dentro del ovario. Y es que sus efectos sobre el
desarrollo folicular que se han descrito hasta ahora podrian ser ejercidos directamente
o indirectamente, ya que ACh también promueve el desarrollo folicular, principalmente
en la fase preantral y el proceso ovulatorio. Por lo tanto, se abre la posibilidad de una
mejor comprension de los procesos que ocurren a nivel celular y que regularian la
maquinaria intraovarica durante el crecimiento y diferenciacion de los foliculos (Figura
20).
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6. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que ACh es un factor clave en el desarrollo
folicular, promoviendo la via folicular sana sobre la via atrésica o quistica. El mas
importante hallazgo de este trabajo es que NGF estimula el ARNm de ChAT y VAChT
ovarica y, probablemente, la produccion de ACh. In vivo, encontramos que NGF indujo
principalmente la activacion de la via simpética y un aumento en la ACHE,
especificamente de la isoforma de 55 kDa, resultando en un desbalance en el sistema
colinérgico y desarrollo folicular aberrante. En general, pareciera que NGF es un factor
clave en la homeostasis para mantener el control del sistema autonémico dual,
balanceando la salida de los sistemas simpaticos y colinérgicos para regular la funcion
ovérica. Estos resultados abren la posibilidad de controlar farmacol6gicamente la
actividad simpatica y colinérgica mediante la administracion dirigida hacia las células
de granulosa y de esa forma regular el desarrollo folicular ovarico en la rata. Dado que
estos mismos receptores colinérgicos muscarinicos se han descrito en células
granulosas de ovario humano, la validacién de este mecanismo propuesto en la tesis --
al igual como se ha validado para el sistema noradrenérgico ovarico (Lansdown and

Rees, 2012) -- justifica un estudio similar en humanos.
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