* Universidad

B deValparaiso
CHILE

FACULTAD DE FARMACIA

ESCUELA DE QUIMICA Y FARMACIA

Efectos del estrés crénico en ratas gestantes y las
implicancias en la funcion reproductiva de su
descendencia en la edad puberal y en la adultez

Favian Andrés Uribe Vargas
Tesis para optar al titulo de Quimico Farmacéutico

Director de Tesis: Dr. Gonzalo Cruz Neculpéan

Codirector de Tesis: Dr. Hernan Lara Pefialoza

2015



indice

RESUIMEIN ...ttt ettt e e bt e s b et s bt e s st e et e e be e sbeesaeesasesabe et e e bt e beesneeeneeenneen 2
Y 011 1 = od SO OSSPSR 3
T 0o [ o o1 o ] 1T 4
El ESEIES CIOMICO. .. .uiitiieieieiieeeeetesie e ste et et e st teste st eaesae e esaeseesessessessensenseneeneasessessensansens 4
Control endocrino y neural de la foliculogénesis OVArICA...........coccvveereerenininceeeeee 5

Estrés simpatico durante la gestacion y alteraciones reproductivas de la descendencia .6

HIPOTESIS ..ottt sttt e e st s be et e s be et e besbe e st e s beessesbesseensesbeessestesbeensesteensensessnenes 8
(@] 0T T=1 1)/ 1SR RSP TRURPR 9
ODJELIVO GENETAL ...ttt sttt st ebesae b ntens 9
ODjetiVOS ESPECIICOS: ....veeeiiieiiieirierteee ettt 9
MALENAIES Y METOUOS. ...ttt sttt sa e s 10
Animales de eXpPeriMENtACION ...........cccveveiieecieieceee ettt st st a et e reeae s reenaees 10
DiSEA0 EXPEIMENTAL .....ceiiicieie ettt e e st e e be b e st e e e e besanensenes 10
IMOTTOMEBLITAL. ...ttt ettt b ettt ettt et beneetenes 11
ANALISIS ESTATISHICO .....cueviiiiiiieieicieeee ettt ebe e 11
RESUITAAOS ..ottt b et ettt b e b sb et et et et eneeaeeas 12

1. Efecto dela exposicion EFCI durante la gestacion sobre el desarrollo folicular

ovarico de las hijas alos 39 dias de edad..........cccecveerevierieicrierieeeeee e 12
2. Efecto dela exposicién EFCI durante la gestacion sobre el desarrollo folicular
ovarico de las hijas alos 60 dias de edad........ccccceeveieeieeiiicecce e 15
DISCUSION ...ttt ettt ettt b et b e st e bt et e st st e st s b e st et eneeb et e be st ebe e ebe s esentenensene 18

1. Desarrollo folicular ovarico en ratas de 39 dias de edad hijas de ratas sometidas a

EFCI dUrante 18 Prefi@z .......ouo ettt ettt st et be e nee e 19
2. Desarrollo folicular ovérico en ratas de 60 dias de edad hijas de ratas sometidas a
EFCI dUrante 18 Prefi@zZ. ...ttt ettt et 22
3. Relevancia del modelo experimental y mecanismos propuestos........ccccceceeveereeeeenee. 23
CONCIUSION ...ttt ettt bbbt e et s bbbt eb bt e et s ee 25
RETEIENCIAS ...ttt ettt 26



Resumen

La exposicién a diversos agentes estresores produce una activaciéon simpatica que pueden afectar
directamente la funcién reproductiva del individuo a través de la liberacion de noradrenalina. La
exposicién a estrés por frio crénico en ratas gestantes produce que la descendencia presente un
menor desarrollo folicular y una disminucion de la sensibilidad a la hormona FSH en la etapa
neonatal y prepuberal. Nuestra hipotesis plantea que estas alteraciones se mantienen hasta la
etapa puberal y hasta la adultez en ratas hijas de madres estresadas. Ratas de a cepa Sprague-
Dawley se sometieron a estrés por frio crénico intermitente (EFCI) (4°C por 3 horas /dia) durante
todo el periodo gestacional. La descendencia de estas ratas en la edad puberal presenté un menor
desarrollo folicular preantral con acumulacion de foliculos primordiales y primarios. Ademas, se
observé un menor recuento de foliculos secundarios, acumulacién de foliculos antrales sanos en
los estadios mas pequefios y un aumento de los foliculos atrésicos. Por otra parte, estas ratas
puberes tuvieron un menor recuento de cuerpos lateos lo que indica un menor nimero de
ovulaciones. En la etapa adulta no se observo ninguno de estos cambios, ya que las ratas hijas de
madres estresadas tenian el mismo perfil de desarrollo folicular que hijas de madres controles.
Esto nos sugiere que las alteraciones en el desarrollo folicular producidas por el frio crénico
intermitente se mantienen hasta la etapa puberal pero son normalizadas en la etapa adulta cuando

el control hipotaldmico esta maduro.



Abstract

Exposure to several stressors produces a sympathetic activation that may directly affect the
reproductive function of the body through the release of norepinephrine. The chronic exposure to
cold stress in pregnant rats produces an altered follicular development and decreased sensitivity to
FSH in neonatal and prepubertal offspring. Our hypothesis is that these alterations remain until
pubertal stage and into adulthood in offspring of stressed mothers. Sprague-Dawley rats were
submitted to chronic intermittent cold stress (EFCI) (4°C for 3 hours / day) throughout the
gestational period. The offspring of these rats showed a smaller preantral follicular development
with accumulation of primordial and primary follicles at pubertal age. Furthermore, these rats had a
less number of secondary follicles, an accumulation of healthy antral follicles and an increase in
atretic antral follicles. Moreover, offspring of stressed rats had a lower number of corpora lutea
indicating a lower ovulation rate. None of these changes was observed in the adult stage, since
offspring of stressed mothers showed the same profile of ovarian follicular development than control
rats. This suggests that the alterations in follicular development caused by chronic intermittent cold
stress remain until pubertal stage but follicular development returns to be normal in the adulthood.
Possibly the maturation of hypothalamic control of reproductive axis participates in this

normalization.



Introduccién

El Estrés Crénico

Los seres humanos, asi como otras especies, se enfrentan diariamente a diversas situaciones de
estrés en que el organismo se manifiesta con una respuesta inespecifica afectando células, tejidos
y/u 6rganos[l] ajustando asi su funcién [2] y conducta (psicolégica y social) [3, 4] como un
mecanismo adaptativo [5] para mantener la homeostasis. Por otra parte, cuando la condicién se
torna imposible de superar a corto plazo [6] y se prolonga en el tiempo, se produce el estrés
crénico, el cual cambia las reglas de autorregulacién, requiriéndose nuevas estrategias de
adaptacién que tienen un costo para el organismo y que pueden afectar la funcion de distintos
6rganos alterando la morbilidad y mortalidad [4]). De hecho, se ha demostrado que el estrés
cronico puede alterar procesos tan importantes como la reproduccién, alcanzando incluso a la

descendencia de los individuos sometidos a estrés [3]

El alcance a nivel fisiolégico, psicolégico y social antes mencionado y las manifestaciones tanto
bioguimicas como clinicas de la respuesta al estrés dependen del tipo de estrés que sufre el
organismo. Dentro de los diversos tipos de estrés, el estrés por frio crénico intermitente (EFCI) en
roedores provoca un aumento selectivo de la actividad del sistema nervioso simpatico, con un
aumento especifico de Noradrenalina (NA) a nivel plasmatico y un aumento de la actividad de
fibras nerviosas que inervan diversos érganos[7]. Particularmente, el EFCI no altera los niveles de
otras hormonas como Adrenalina o ACTH [8, 9]permitiendo que sea un buen modelo de una
hiperactivacion noradrenérgica selectiva. Es de nuestro particular interés estudiar el efecto del
estrés sobre la regulacion nerviosa que posee el ovario ya que se ha demostrado su importancia

en el control de la foliculogénesis [10-12]



Control endocrino y neural de la foliculogénesis ovarica

Los ovarios corresponden a la génada femenina y sus funciones principales son tanto la sintesis de
hormonas esteroidales y peptidicas como también proporcionar un ambiente adecuado para el
desarrollo, diferenciacion y liberacién del ovocito maduro (Gametogénesis) [13].Estas funciones
estan reguladas intrinsecamente por sefiales neuroendocrinas del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario
(HHO). El Hipotalamo libera el factor liberador de gonadotrofinas (GnRH) que a través de un
sistema porta alcanza la Hip&fisis anterior (adenohipéfisis) estimulando la sintesis y liberacién de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) producidas por el gonadotrofo. La
FSH regula principalmente la foliculogénesis y la secrecién de estradiol a través de la activacion de
la enzima CYP19 aromatasa y la LH es esencial para el proceso de ovulacién[14]. Este complejo
eje es regulado por mecanismos de retroalimentacion (o feedback) positivo y negativo, entre otras
funciones, lo cual permite aumentar o disminuir la actividad pulsatil desde el Hipotalamo y también
regular la secrecién de gonadotrofinas desde la hipdfisis [15, 16]. Ademas de la regulacion
neuroendocrina realizada por el eje HHO, existe otro mecanismo regulatorio de tipo neural a partir
de fibras nerviosas simpaticas postganglionares que conforman el plexo ovarico (PO) [17, 18] y el
nervio ovarico superior (SON) alcanzando una distribucion perivascular y en el estroma ovarico
respectivamente, en donde el SON participa en la sintesis de esteroides dado que esta asociado a
células de la teca a nivel de los foliculos ovaricos [19]. El uso de marcadores virales por parte de
Gerendai y col. [20] para el trazado retrogrado de las vias neuronales permitieron a su vez
identificar los somas neuronales de las vias nerviosas que inervan el ovario, estableciendo que la
via nerviosa parte desde el Sistema Nervioso Central (Nucleo paraventricular del hipotalamo)
proyectandose el tronco encéfalo y haciendo su ultimo relevo en el ganglio celiaco. La inervacion
simpética en el ovario es noradrenérgica y la evidencia sugiere que la actividad simpatica sobre la
funcién ovérica facilita el efecto de las gonadotrofinas en el desarrollo folicular y la

esteroidogénesis ovarica [11, 21, 22]

Varios trabajos han demostrado la importancia de la regulacion nerviosa sobre la funcién ovarica,

por ejemplo, Lara y col. [22]demostraron que ratas neonatas sometidas a denervacion mediante la



administracion de anticuerpos anti factor de crecimiento nervioso (NGF Ab) presentan un retraso
en el desarrollo del ovario con el consecuente retraso de la pubertad, retraso en el desarrollo
folicular y alteracion del ciclo estral. En otra aproximacion experimental, el uso de Guanetidina en
edad neonatal provoca la pérdida selectiva de la inervacion simpdtica por un mecanismo
inmunoldgico, sin alterar el circuito neuronal sensorial ni colinérgico con similares consecuencias
en la apertura vaginal (retraso de la pubertad), primera ovulacién retardada e interrupcion del ciclo
estral [22]. Por otra parte, la reseccion del nervio superior ovarico (Fuente de la mayor parte de la
inervacion noradrenérgica ovarica) resulta en una caida inmediata de la produccién de esteroides
sugiriendo que la fase periovulatoria posee un componente hormonal y estimulador neuronal [23].
Con respecto a efectos directos de la estimulacion adrenérgica sobre la foliculogénesis,
Mayerhofer y col. establecen que la accion beta-adrenérgica sobre los foliculos incrementa la
produccion de AMPc e induce la expresién del receptor de FSH en foliculos pequefios de ratas

neonatas.

Ademas de las alteraciones producidas por una hipofuncién adrenérgica en el ovario, la exposicion
a ratas adultas a EFCI genera un aumento de la actividad simpatica con aumento de los niveles de
NA en ovario, que se ha relacionado con alteraciones en el desarrollo folicular, foliculos con

hipertecosis y ademas formacién de quistes ovaricos[24, 25]

Estrés simpatico durante la gestacion y alteraciones reproductivas de la descendencia

La hip6tesis de Barker establece que la exposicidn a estrés, disruptores endocrinos o alteraciones
en la nutricién en periodos susceptibles durante el desarrollo, como el periodo gestacional, produce
efectos a largo plazo en la descendencia. Las alteraciones pueden manifestarse al momento de
nacer (como por ejemplo bajo peso al nacer), como también en la vida adulta, entre ellas
enfermedades degenerativas y enfermedades crénicas no transmisibles [26-28]. Estos cambios
obedecen segun lo establecido por Barker a una programacion (o “programming”) que se entiende
como una alteracién fisioldgica de un tejido u érgano producida por la exposicion a estimulo

deletéreo durante un periodo critico del desarrollo fetal [5]. Dentro de estos estimulos deletéreos se



encuentra el estrés durante la gestacion en sus diversas formas como psicosocial (angustia) o
fisico (frio, sobrecarga fisica, resistencia) [29], los cuales alteran el desarrollo del feto, el

nacimiento y el desarrollo postnatal [3, 30].

La exposicion de ratas adultas a EFCI [24, 25] produce diversas alteraciones en la funcién
reproductiva (detalladas anteriormente) que se explican por una sobreactivacion de las fibras
nerviosas ovaricas. Sin embargo, si se someten madres gestantes a EFCI, se produce un cambio
adaptativo en la descendencia con una disminucion de la expresién de NGF en el ovario durante el
periodo neonatal que lleva posteriormente a una disminucion de la noradrenalina ovarica en el
periodo prepuberal [31]. Esta condicidon hipoadrenérgica observada se relaciona con un menor
desarrollo folicular debido a una baja sensibilidad a gonadotrofina FSH [31]. Esta baja respuesta a
FSH se relaciona con una disminucion de la NA ovérica y NGF ovérico, ya que los 2 mediadores
inducen la expresién del FSHR en las células de granulosa ovarica [11, 32]. El retraso en el
desarrollo folicular producido hasta el periodo prepuberal es coherente con una pubertad tardia y
ademas con la menor cantidad de foliculos preovulatorios que se observan en estos animales
[31].Nuestro estudio pretende determinar si las alteraciones observadas en el desarrollo folicular,

en sus distintos estadios proliferativos, permanecen después de la pubertad y/o adultez.



Hipotesis
El estrés por frio crénico intermitente durante la gestacién programa alteraciones en el desarrollo

folicular ovarico de la descendencia que permanecen hasta la etapa puberal y adultez de la rata



Objetivos

Objetivo General:
Determinar los efectos producidos por el estrés por frio crénico intermitente durante la gestacion en

rata sobre el desarrollo folicular ovarico de la descendencia a los 39 y 60 dias de edad.

Objetivos Especificos:
1. Determinar la cantidad de foliculos primordiales, preantrales, antrales sanos, antrales atrésicos
y cuerpos luteos en el ovario de ratas de 39 dias de edad (etapa puberal) descendientes de

madres sometidas a estrés por frio crénico intermitente durante la gestacion.

2. Determinar la cantidad de foliculos primordiales, preantrales, antrales sanos, antrales atrésicos
y cuerpos luteos en el ovario de ratas de 60 dias de edad (etapa adulta) descendientes de madres

sometidas a estrés por frio cronico intermitente durante la gestacion.



Materiales y Métodos

Animales de experimentacion
En esta tesis se utilizaron muestras de animales que ya han sido recolectadas y que pertenecen al
proyecto FONDECYT 1130049, cuyo investigador principal es el Dr. Hernan Lara Pefialoza de la

facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Se utilizé ratas hembras virgenes de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de entre 250 y 300g
aproximadamente. Estas se mantuvieron en un ciclo de luz: oscuridad 12h :12h a una temperatura

promedio de 22 £ 1°C , con acceso a alimento y agua ad libitum.

Tanto la mantencién de los animales de experimentacion como el seguimiento de las series
experimentales se realizaron en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
de la Universidad de Chile. Se realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el nimero de
animales. Las series experimentales y procedimientos han sido aprobados por el comité de
bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile y de la

comision nacional de investigacion cientifica y tecnoldgica (CONICYT).

Disefio experimental

Las ratas hembras se colocaron con machos cuando se encontraban en la etapa de proestro
[33]con el objetivo de controlar y conocer el dia 1 de gestacién, caracterizado por la presencia de
espermatozoides en el frotis vaginal. Las hembras prefiadas se separaron en un Grupo Control
(GC) y un Grupo Estrés (GE). Las ratas del GE fueron sometidas a EFCI a 4°C por 3h diariamente
durante todo el periodo de gestacion. Las ratas del GC seran sometidas al mismo procedimiento,
con la diferencia de que seran expuestas a temperatura ambiente. Una vez nacidas las crias
fueron eutanasiadas a los 39 dias de edad (etapa puberal) y 60 dias de edad (etapa adultez)
(Fig.N°1) y se extrajeron los siguientes tejidos: ovarios (derecho e izquierdo), ganglio celiaco,
suero, hipotalamo ventromedial, corazén y cuernos uterinos. En esta tesis, se utilizaran los ovarios
derechos para realizar morfometria de los foliculos en los grupos de ratas de 39 y 60 dias de edad,

ya que los grupos de 4 y 30 dias fueron evaluados por el Dr. Rafael Barra en su tesis doctoral [34]
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Fig. N°1 Disefio experimental. El protocolo de estrés aplicado consistira en someter a las ratas
gestantes por todo el periodo de gestacién a 4°C por 3h diariamente (color negro). Las muestras seran
recolectadas a los 39 y 60 dias de edad para las ratas descendientes.

Morfometria

1) Procedimiento histolégico: se realizo la extraccion del ovario derecho e inmediatamente se fijo
con “Bouin alcohdlico” durante 24h, posteriormente se colocd en etanol 70% por al menos 24h,
para luego ser incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados y consecutivos con un espesor

de 6um a los que se les aplicé una tincion de Hematoxilina-Eosina.

2) Recuento morfologico: Se utilizaron criterios para el recuento de estructuras foliculares
publicados anteriormente [35] y se analizaron las poblaciones de foliculos primordiales, primarios,
secundarios, antrales sanos, antrales atrésicos, y cuerpos lateos. Este analisis comprendi6 el

recuento total de estructuras foliculares, su tamafio y distribucion.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante uso de programa computacional GraphPad Prism® v.5.0
usando t de Student de una cola para comparar el nimero de foliculos para las poblaciones entre
grupo Control y grupo Estrés. Los resultados fueron expresados como el promedio + el error
estandar promedio (SEM). Se establecid *p<0,05 ; **p<0,01 ; **p<0,001 para indicar las

diferencias estadisticamente significativas.
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Resultados

1. Efecto de la exposicion EFCI durante la gestacion sobre el desarrollo folicular ovarico de

las hijas a los 39 dias de edad

En la figura 2 se muestran los efectos de la exposicién a EFCI durante la prefiez sobre la cantidad
y el desarrollo de los foliculos preantrales en ratas hijas de 39 dias de edad. La cantidad de
foliculos primordiales y de foliculos primarios incrementa en el grupo estrés en comparacién con
controles (Fig. 2A y Fig. 2B, respectivamente). Debido a esto, no hay cambios en la relacién entre
el nimero de foliculos primarios respecto del nimero de foliculos primordiales (Fig. 2D). A pesar
del aumento en el nimero de foliculos primordiales y primarios, se observé un menor nimero de
foliculos secundarios en el grupo estrés con respecto al grupo control (Fig. 2C). Lo anterior
disminuye la relacion entre numero de foliculos secundarios respecto del numero de foliculos
primarios en el grupo estrés con respecto al grupo control (Fig. 2E). En la Fig. 2F se muestra la
distribuciéon por tamafo del namero foliculos primarios y foliculos secundarios. Se observa un
aumento en el nimero de foliculos primarios de tamafio menor a 40um y también un aumento en el
numero de foliculos que se encuentran en el rango entre 40um y 49um en el grupo estrés
comparado con controles. Paralelo a este aumento del nimero de foliculos primarios en los
menores tamafios, se evidencia una disminucién en el nimero de foliculos secundarios en el rango

de tamafio entre 80um y 89um, y también superiores a 89um.

En la Figura 3 se muestran los efectos de la exposicion a EFCI durante la prefiez sobre la cantidad
y el desarrollo de los foliculos antrales y cuerpos lGteos en ratas hijas de 39 dias de edad. La
cantidad total de foliculos antrales sanos aumenta en el grupo estrés (Fig. 3A) y se observa una
mayor agrupacion de los foliculos dentro del rango de tamafio inferior a 200 um en comparacion al
grupo control (Fig. 3B). Asi también, se evidencia un mayor nimero de foliculos antrales atrésicos
en el grupo estrés respecto al grupo control (Fig. 3C) en donde los foliculos antrales atrésicos se

encuentran concentrados en los rangos <200 pm y en el rango entre 200um y 399um (Fig. 3D). El
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recuento de cuerpos liteos muestra una fuerte disminucion en el nimero de cuerpos liteos en el

grupo estrés respecto al grupo control (Fig. 3E).
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Figura N°2. Foliculos Preantrales en grupo estrés versus control a los 39 dias de edad. A) Foliculos
primordiales totales. B) Relacién F.Primarios/F.Primordiales. C) Foliculos primarios totales. D) Relacion
F.Secundarios/F.Primarios. E) Foliculos secundarios totales. F) Distribucién por tamafio: Foliculos Primarios y
Foliculos Secundarios. Todos los graficos corresponden al promedio + error estandar. Las diferencias
significativas se establecieron con un * p< 0,05; **p<0,01 (t de Student).
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Fig.N°3. Foliculos antrales y Cuerpos lUteos (39 dias): A) Foliculos antrales sanos totales; B) Distribucién
por tamafio Foliculos Antrales Sanos; C) Foliculos Antrales Atrésicos; D) Distribucion por tamafio Foliculos
Antrales Atrésicos; E) Cuerpos Luteos totales. Todos los graficos corresponden al promedio + error estandar.
El N corresponde al nimero de animales utilizados en cada grupo, las diferencias significativas se
establecieron con un *p< 0,05; **p<0,01 (t de Student).
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2. Efecto de la exposicion EFCI durante la gestacidn sobre el desarrollo folicular ovérico de

las hijas alos 60 dias de edad

En la figura 4 se muestran los efectos de la exposicién a EFCI durante la prefiez sobre la cantidad
y el desarrollo de los foliculos preantrales en ratas hijas de 60 dias de edad. El analisis
morfomeétrico, de foliculos primordiales totales asi como en el nimero total de foliculos primarios,
permite evidenciar que no existen mayores diferencias entre el grupos control y el grupo estrés
(Fig. 4A y Fig. 4B). Asi mismo, la relacion entre foliculos primarios y foliculos primordiales no
presenta diferencias significativas entre el grupo control y el grupo estrés (Fig. 4D). En la figura 4C
no se aprecian cambios respecto al nimero total de foliculos secundarios entre el grupo control y el
grupo estrés. La relacion entre foliculos secundarios y foliculos primarios no presenta cambios en
el grupo estrés respecto al grupo control (Fig. 4E). Al analizar la distribucion por tamafio se observa
que no hay cambios evidentes entre los grupos control y grupo estrés tanto para las poblaciones

de foliculos primarios como para las poblaciones de foliculos secundarios (Fig. 4F).

En la Figura 5 se muestran los efectos del EFCI durante la prefiez sobre la cantidad y el desarrollo
de los foliculos antrales y cuerpos liteos en ratas hijas de 60 dias de edad. El recuento de foliculos
antrales sanos totales no muestra cambios significativos entre el grupo control y el grupo estrés
(Fig. 5A) y la distribucién por tamafio, de los foliculos antrales sanos, es similar para ambos grupos
(Fig. 5B). El andlisis del recuento de foliculos antrales atrésicos no evidencia cambios en el nimero
total para las poblaciones del grupo control y el grupo estrés (Fig. 5C). Asi mismo la distribucién
por tamafio, de foliculos antrales atrésicos, muestra un namero similar para todos los rangos
definidos (Fig. 5D). Luego de cuantificar el nUmero de cuerpos lGteos, para el grupo control y el

grupo estrés, se observa que no existen cambios significativos entre ambos grupos (Fig 5E).

15



A Foliculos primordiales B Foliculos Primarios C roliculos Secundarios
150
2 800 2 . 60
— I = (=}
3 600 3100 ——— E
= ‘g L 40
= =
L 400 t 50 <
11
T 200 © s 20
> z z
0 - i 0 r
S N Cif > i
00\‘ 00& c’\\ Q‘é 9\\
< o « ° <
D F.Primario e |
= Razon % Razén E.Secundarios
= F.Primordial £ . .
= = F.Primarios
o 0.8
E 0.4 w
& 0.3 %OAS — —
o I o
Zzo0.2 = 0.4
2 5
S 0.1 2 0.2
£ o
‘= 0.0 o 0.0 T
o @ N .
u 6\@" u & %\«@6
= o° < 2 ® <
F Distribucién por tamafio
H <30 T
50 Il 30-39
g 40+ 3 40-49 F.Primarios/
E] [ >a9 L um
o
= 309 s T
w 20 - 65-74 F.Secundarios/
(]
o Bl 75-84 pm
% 107 B0 -
0-
A
Q e
S &
Q Q/‘a
Fig.N°4. Foliculos Preantrales (60 dias): A) Foliculos primordiales totales. B) Relacion

F.Primarios/F.Primordiales. C) Foliculos primarios totales. D) Relacion F.Secundarios/F.Primarios. E) Foliculos

secundarios totales. F) Distribucion por tamafio. Todos los graficos corresponden al promedio +

estandar.

error

16



Foliculos Antrales Sanos

Distribuciéon por tamafio

Ml <200 ;m
B 200-399 um

w150 w 607
P o B3 400-599 um
t 2 3 >599 um
=100 —— =
o o
LL [T
o 50 @
© ©
z z
0+ v
N ) N )
&\0 6\\Q/ {\\-&0 \,\?}
9
° < ® <
Foliculos Antrales Atrésicos Distribucién por tamafo
«» 40 »n 30 El <200 um
° o
s 30 S = 200-399 um
2 L 20 3 >400 um
o
2 20 2
(0] [J]
©T 10 © 10
3 o
0 ' Z
N\ o2 N °2
{\\\o ‘7&& 000 'ée}
1=l
® < o° <
Cuerpos lGteos
[%2]
o
ot 401
2 ——
» 301
o
o
~ 201
o
>
© 104
o
©
o 0 T
z
& e
N <
) <2

Fig.N°5. Foliculos antrales y Cuerpos lateos (60 dias): A) Foliculos antrales sanos totales; B) Distribucion
por tamafio Foliculos Antrales Sanos; C) Foliculos Antrales Atrésicos; D) Distribucion por tamafio Foliculos
Antrales Atrésicos; E) Cuerpos Luteos totales. Todos los graficos corresponden al promedio + error estandar.

17



Discusion

Varios autores han investigado y reconocido que la exposicion a estrés crénico durante la
gestacion tiene un impacto en el desarrollo de la descendencia. Recientemente, Barra y col., 2014
demostraron que la exposicién a EFCI durante la prefiez disminuye la reserva folicular y el
reclutamiento de los foliculos, lo que conduce a una pubertad tardia y alteraciones de la ciclicidad
estral. La elaboracion del presente trabajo nos permitid caracterizar el impacto de la exposicion a
EFCI durante la prefiez sobre la funcién reproductiva de la descendencia en las etapas puberal y
adulta. Nuestros resultados muestran que después de la pubertad existen aln alteraciones en el
desarrollo folicular, sin embargo, se reestablece una situacién normal en cuanto a las poblaciones
de foliculos ovaricos en la adultez, no perpetuandose los cambios hasta esta etapa. Para un mejor

entendimiento se muestra un resumen de los resultados en la figura 6.

Foliculos Primordiales Primarios  Secundarios  A.Sanos  A.Atrésico C. Liteas

PND4 ¢ wEE ¢ % ‘L = - . _
PND20 ¢‘ i . ¢n5 ‘l ns --

PND39 IR T L . x e

PND60 N N N N N N

Figura N°6: Resumen de los resultados obtenidos por Barra y col., 2014 y los obtenidos en esta tesis. PND:
Dia postnatal, N: valores similares entre grupo Estrés y grupo Control. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001; ns: no
significativo (sélo indica tendencia).
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1. Desarrollo folicular ovérico en ratas de 39 dias de edad hijas de ratas sometidas a
EFCI durante la prefiez

Los andlisis de las poblaciones foliculares a los 4 y 30 dias de edad realizados por Barra y col.,
2014, evidenciaron un menor namero de foliculos primordiales para el grupo Estrés, debido a un
aumento de la apoptosis causado probablemente por una alteracién del ensamblaje folicular.
También demostraron que las ratas hembras descendientes de madres sometidas a EFCI
presentan niveles disminuidos de NA y su metabolito MHPG respectivamente, esto probablemente
debido a una menor inervacion simpatica ovarica. La menor inervacién simpatica se establece
debido a una menor accion neurotréfica mediada por NGF, encontrada en el ovario de ratas de 4
dias de vida, ya que el ovario es capaz de sintetizar este factor [23], el que participa en el
establecimiento de las fibras nerviosas en el ovario [24]. Tanto la actividad adrenérgica como
neurotréfica modulan la accidon de neurotransmisores y se relacionan con estimulacion de la

esteroidogénesis y el desarrollo folicular [36].

En este trabajo observamos que a los 39 dias de edad la descendencia de madres sometidas a
EFCI presenta un aumento del nimero de foliculos primordiales y primarios, ademéas de una
disminucién en el nimero de foliculos secundarios. Esto se puede deber a que existe un menor
reclutamiento de los foliculos desde sus estadios mas tempranos como describieron Barra y cols.,
2014 para ratas de 4 y 30 dias de edad. Para analizar el progreso de los foliculos desde una etapa
especifica a la siguiente, se pueden realizar razones entre el nimero de foliculos de dicha etapa y
el nimero de foliculos de la etapa precedente, asumiendo que el desarrollo folicular es continuo.
La razén Primarios/Primordiales a los 39 dias se encontraba normal en el grupo Estrés comparado
con el grupo Control, lo que indica que la cantidad de foliculos que han avanzado a la etapa de
foliculo primario es proporcional al ndmero de foliculos primordiales. Sin embargo, la razén
Secundario/Primario se encuentra fuertemente disminuida. Esto indica que la transicion de foliculo
primario a secundario ocurre mas lentamente. De esta forma, es loégico que se acumulen los
foliculos primarios, y en consecuencia exista una acumulacion de foliculos primordiales. Dentro de

los factores que se encuentran alterados en este modelo, se encuentra que ratas de 4 y 30 dias de

19



edad tienen una menor sensibilidad a FSH [31]. Nuestros resultados avalan que a los 39 dias de
vida exista aln una disminucién de la sensibilidad a esta gonadotrofina. Esto se ve reflejado en la
distribucion por tamafio de foliculos primarios y secundarios (Fig. 2F). Los foliculos primarios se
acumulan en los estadios mas pequefios, que aln no responden a FSH. Los foliculos primarios
grandes, que ya responden a FSH, se encuentran disminuidos. Por otra parte el desarrollo de
foliculos secundarios y el nimero de células de granulosa dependen de la FSH, y en la distribucion
por tamafio de foliculos secundarios evidenciamos un pobre avance hacia foliculos de mayor
tamafio. EI mecanismo que lleva a la alteracién en la sensibilidad a FSH es posiblemente una
disminucién en la expresion del factor neurotréfico NGF, dado que participa tanto en la
diferenciacion de las células mesenquimales para formar foliculos primarios como en la
proliferacion y diferenciacién de células de la granulosa para formar foliculos secundarios que
presentan receptores especificos para responder a FSH [25, 32]. De esta forma niveles
disminuidos de NGF y la consecuente alteracidon en la expresion de receptores de FSH (FSHR)
podria modificar la foliculogénesis provocando una acumulaciéon de foliculos primordiales y
foliculos primarios, ademas de un bajo reclutamiento hacia foliculos secundarios en el grupo

Estrés.

En las lineas de desarrollo folicular posterior conformado por foliculos antrales sanos y atrésicos
evidenciamos que la descendencia del EFCI, a los 39 dias de edad, no presenta diferencias en el
namero de foliculos antrales sanos respecto al grupo Control. Sin embargo, al realizar un
distribucion por tamafio se puede observar una concentracién mayor de la poblacién folicular en el
rango de menor tamafio (<200um). Ademas, si consideramos el recuento poblacional de foliculos
antrales atrésicos se evidencia un aumento importante y que a su vez presenta una distribucion
marcada hacia los rangos de tamafio bajos e intermedios (<400um) y con mayores tamafios que
en el grupo control. La condicién de atresia esta mediada por apoptosis y esta puede ocurrir en
cualquier etapa de la foliculogénesis y en roedores se ha observado que existe susceptibilidad al
principio de la transicion de la etapa preantral hacia antral. En ratas se ha descrito que tal

condicién de susceptibilidad apoptética ocurre principalmente en foliculos antrales tempranos, los
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que oscilan en el rango de tamafio entre 200-400pum [37] y que concuerdan con los rangos
obtenidos para el grupo Control y Estrés, aunque con un marcado aumento para el grupo Estrés.
Nuevamente, el menor rescate de estos foliculos se podria deber a una menor respuesta a FSH.
Este redireccionamiento e incremento en la atresia influye en la progresion de foliculos antrales
viables que llegan a ovular y por lo tanto en la formacion de un cuerpo lateo. En el recuento de
cuerpos luteos para la descendencia de 39 dias de edad se determind que el nimero de cuerpos
lGteos esta fuertemente disminuido para el grupo Estrés. El incremento de la atresia disminuye el
numero de ovulaciones y, por lo tanto, un menor nimero de cuerpos lGteos lo que concuerda con
los resultados obtenidos. Tanto la FSH como la hormona luteinizante (LH) son factores tréficos
importantes que participan en la supervivencia y proliferacion en las distintas etapas del desarrollo
folicular, asi como en el reclutamiento ciclico de los foliculos antrales. La FSH parece ser el factor
mas importante para la supervivencia del foliculo en las etapas tempranas del foliculo antral [13],
sin embargo, existen otros factores que también participan en la promocién de dicha supervivencia
evitando la apoptosis. Como se describié anteriormente el NGF induce la expresion de FSHR [32],
a su vez se relaciona con el establecimiento de la actividad simpatica la cual a través de nervio
ovarico superior (SON) alcanza la génada [38] e induce la esteroidogénesis y la actividad
proliferativa a través de su accién sobre la granulosa mediada por NA [39, 40]. La actividad
simpética a nivel de ovario por estimulacién de los receptores Bz-adrenérgicos se relaciona con un
incremento de AMPc y una mayor expresion de receptores de FSH, amplificando la sefial
gonadotréfica en los foliculos [11, 32]. La supervivencia del foliculo esta especialmente
determinada por la FSH y la respuesta mediada por FSHR, con lo cual las alteraciones descritas
para las poblaciones preantrales, antrales y disminuciébn del ndmero de cuerpos liteos
posiblemente se deba a alteraciones en los niveles de NGF y que le suceda en una menor accién
simpatica mediada por NA modulando entonces la accion de la FSH en la foliculogénesis y

ovulacion.

En el registro de la ciclicidad estral realizado por Barra R, 2014 para el grupo Control y grupo

Estrés se observa que existe un retardo en alcanzar la maduracién sexual (apertura vaginal) en el
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grupo estrés y ademas la presencia de ciclos irregulares para ambos grupos aunque mas marcado
para el grupo Estrés en los primeros catorce dias posteriores a la maduracién sexual. Nuestro
trabajo reafirma la presencia de alteraciones en el desarrollo folicular y funcién ovarica a los 39
dias de edad, para la descendencia de EFCI, que podrian estar ocasionados por alteraciones en
los niveles hormonales de estrégenos que retardan el pico preovulatorio de LH retardando la
maduracion sexual. Ademas a los 39 dias de edad se presenta una inmadurez de los mecanismos
de regulacidn/secrecion de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) que influye en la
secrecion de FSH y LH, esto debido a que la maduracion del eje Hipotalamo- Hipdfisis — Ovario
ocurre después de la primera ovulacién, y no antes, por accién de estrégenos [41]. De esta forma
los mecanismos de feed-back que debieran incrementar la liberaciébn de FSH ante una menor
cantidad de foliculos, aun no funcionan del todo a los 39 dias, pero probablemente ya estén

desarrollados y funcionando a los 60 dias de edad, es decir, en una rata adulta.

2. Desarrollo folicular ovérico en ratas de 60 dias de edad hijas de ratas sometidas a
EFCI durante la prefiez.

Una vez alcanzada la etapa de adultez en las hijas descendientes a EFCI, se evidencian valores
semejantes en el recuento de foliculos primordiales, primarios, secundarios, antrales y cuerpos
liteos. Aungue este resultado parece ser inesperado, creemos que tiene cierta légica. De hecho, la
ciclicidad estral en ratas del grupo estrés es similar al control entre el dia 45 y 60 de edad[31]. Una
de las posibles explicaciones de la normalizacion del desarrollo folicular a los 60 dias de edad
puede ser la maduracion del hipotadlamo y los mecanismos de feed-back descrita anteriormente
[41]. Una menor cantidad de foliculos lleva a una disminucién de estradiol y si el hipotdlamo esta
maduro, esto debiera inevitablemente llevar a una mayor secrecion de FSH, lo que reestableceria
el numero de foliculos en desarrollo y permitiria la transicion de foliculos a través de las distintas
etapas. Este desarrollo folicular acelerado posterior a los 39 dias de edad y previo a los 60 dias de
edad, permite el restablecimiento del niumero de foliculos en desarrollo y ademas la utilizacion de
un mayor nimero de foliculos primordiales, lo que lleva a la normalizacién de estos, que se

encontraban acumulados a los 39 dias de vida. Una proyeccién de este trabajo seria determinar
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los niveles de gonadotrofinas en el plasma en este periodo y con esto demostrar este mecanismo
compensatorio. Por otra parte, el mayor nimero de foliculos llevara a un aumento de los factores
que se producen en el ovario, entre ellos NGF. Esta mayor produccion de NGF puede llevar a un
aumento del tono adrenérgico, lo que también puede contribuir a la normalizacion del desarrollo de

los foliculos de menor tamafio, que aln no responden a gonadotrofinas.

3. Relevancia del modelo experimental y mecanismos propuestos
Una de las preguntas relevantes en este modelo experimental, es si el estrés ocasionado en la
madre es comparable al que ocurre en humanos. En humanos un tono adrenérgico aumentado
esta asociado de manera especifica al estrés fisico [42] la obesidad [43] y también la apnea del
suefio [44], sin embargo, un tono adrenérgico aumentado participa en muchos tipos de estrés,
asociado a otros mediadores. Nuestro modelo probablemente no representa el espectro completo
de respuestas fisiolégicas ante un agente estresor, sin embargo, permite analizar de manera muy
precisa la influencia de un tono adrenérgico aumentado, como parte del estrés durante la

gestacion, en el desarrollo de la descendencia.

Otro factor importante a aclarar es el mecanismo que lleva a que el estrés simpético en la madre
produzca una compensacion, de forma que la hija tenga una menor cantidad de nervios o actividad
simpatica durante la vida posnatal, lo que contribuye a un menor desarrollo folicular. Tanto en
humanos como en modelos experimentales un pequefio porcentaje de la noradrenalina atraviesa la
placenta y llega a la sangre fetal [45]. En condiciones de estrés existe una gran liberacion de
noradrenalina, por lo que los mecanismos placentarios de metabolizacion podrian estar
sobrepasados, llevando a un mayor paso de noradrenalina plasmatica a través de la placenta.
Durante el desarrollo, las fibras nerviosas que llegan al ovario en desarrollo son estimuladas por la
liberacion ovarica de NGF. Posiblemente, el aumento de noradrenalina en sangre fetal, permite la
llegada de noradrenalina a los tejidos en desarrollo y es un freno a la liberacién de NGF, ya que
NGF aumenta, por ejemplo, durante una denervacion y por lo tanto debiera disminuir en presencia

de niveles altos de noradrenalina, que simulan la presencia de fibras nerviosas. Esto llevaria a un
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menor desarrollo de las fibras nerviosas durante la vida fetal. Como demostr6 Barra R, 2014, existe
una menor concentracién ovarica de noradrenalina a los 30 dias de vida, mostrando que esta
menor actividad adrenérgica perdura en el tiempo, probablemente por mecanismos epigenéticos
del control de la expresién génica. Aunque el mecanismo no esta totalmente dilucidado, una buena
proyeccion podria ser estudiar el paso de noradrenalina a través de la placenta y la concentracion
de NGF en fetos en desarrollo. Por otra parte, creemos que los mecanismos de compensacion que
llevan a la normalizacién del desarrollo folicular tienen un costo y posiblemente estos animales
descendientes de ratas sometidas a EFCI sean susceptibles a sufrir mayores alteraciones si son

sometidos a estrés cuando adultos en comparacion con individuos controles.
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Conclusioén

1. La exposicion a EFCI en la rata gestante produjo una disminucién del reclutamiento folicular en
la descendencia de 39 dias de edad afectando el nimero de ovulaciones.

2. Una vez alcanzada la etapa adulta el desarrollo folicular vuelve a ser normal no habiendo
diferencias entre el grupo Control y Estrés en ningun tipo de foliculo, lo que podria sugerir que la
maduracion del hipotadlamo contribuye a la normalizacién de la foliculogénesis en ratas del grupo
estrés.
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