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RESUMEN
El estrés es definido como la respuesta del organismo a las alteraciones que ocurren en el

equilibrio de diversos parametros fisioldgicos que mantiene la homeostasis del organismo; dicha
respuesta depende de la intensidad y duracion del estresor. El estrés puede derivar en diversos
trastornos, como algunas alteraciones reproductivas, por lo que existe una relacion significativa
entre el estrés y la falla reproductiva, lo que coloca al estrés como una de las posibles causas
de infertilidad. Los estresores causan la activacion del eje Hipotalamo- Hipdfisis-Adrenal (HHA),
lo que incrementa el cortisol en humanos o la corticosterona en roedores. La activacion cronica
de este eje ha demostrado ser perjudicial en la reproduccion femenina, inhibiendo directamente
al eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar
los efectos del estrés crénico sobre la viabilidad de las células del cumulo, y de los ovocitos, la
maduracion, y su impacto en el ciclo estral, utilizando el modelo de estrés por inmersion en agua
fria en ratas hembra adultas, ya que ha demostrado ser un activador eficaz del eje HHA, capaz
de causar un incremento significativo en las concentraciones plasmaticas de corticosterona. Se
utilizaron ratas hembra adultas de la cepa Wistar, asignadas a dos grupos, uno control y otro
de estrés crénico. La exposicién al estresor se realizé diariamente durante 35 dias consecutivos;
durante este tiempo se evaluo la progresion de los ciclos estrales y se registraron los pesos
corporales diariamente. Al finalizar los 35 dias, las hembras fueron sometidas a eutanasia, la
mitad de las ratas se encontraban en la etapa de proestro y la otra mitad en la etapa de diestro.
Se obtuvo sangre para la evaluacion de la concentracion de estradiol, progesterona, hormona
luteinizante (LH) y corticosterona en suero por el método de ELISA. Se extrajeron los uteros,
las vaginas y los ovarios para el registro de sus pesos. De los ovarios de obtuvieron los
complejos células del cumulo-ovocitos (COCs); en los ovocitos se evalué la etapa de
maduracion in vivo y la viabilidad; en las células del cumulo, se determino la viabilidad. Los
resultados mostraron que las hembras estresadas cronicamente tuvieron ciclos estrales
anormalmente largos, con mayor numero de dias en proestro y estro; sus pesos corporales,
uterinos, vaginales y ovaricos fueron menores que los de las hembras control. La viabilidad de
las células del cumulo, asi como la etapa de maduracién y la viabilidad de los ovocitos fueron
menores que en las hembras del grupo control. Estos datos muestran que el estrés cronico
altera significativamente la funcionalidad reproductiva en las hembras y estas alteraciones estan



relacionadas con la disminucién de los niveles de hormonas reproductivas, LH, progesterona y
estradiol, asi como con el incremento de la corticosterona. Estos resultados muestran que el
estrés es un factor de infertilidad femenina.

Palabras clave: Estrés cronico, LH, estradiol, células del cimulo.

ABSTRACT

Stress is defined as the response of the organism to alteration in the equilibrium of several
biological variables that maintain body homeostasis; this response depends on the intensity and
duration of a stressor. Stress can cause several reproductive disorders, and there is a significant
relationship between stress and reproductive failure, being one of the possible causes of
infertility. Stressors cause activation of the Hypothalamus-Pituitary-Adrenal axis (HPA), which
increases cortisol in humans or corticosterone in rodents. Chronic activation of this axis has
been shown to be detrimental to female reproduction of the Hypothalamus-Pituitary-Ovary axis.
Therefore, the aim of the present study was to determine the participation of the effects of chronic
stress on the viability of cumulus granulosa cells, viability and maturation of oocytes and the
impact in the estrous cycle, using cold-water immersion stress model in adult female rats, since
it has demonstrated to be an effective activator of the HPA axis, capable of causing the increase
in corticosterone concentrations. Adult female Wistar rats were used and assigned to two
groups, control and chronic stress. The exposure to the stressor was carried out daily for 35
consecutive days. During the that time, the progression of the estrous cycles was evaluated,
and body weights were recorded daily. At the end of the 35 days, females were euthanized, half
of which were in the proestrus stage and the other half in the diestrus stage. Blood was obtained
to evaluate the serum concentration of estradiol, progesterone, Luteinizing Hormone (LH), and
corticosterone by ELISA method. The uteri, vaginas, and ovaries, were removed for recording
their weights. Cumulus cells-oocytes complexes (COCs) were obtained from ovaries; in oocytes
the stages of maturation in vivo and viability was evaluated; in cumulus cells, viability was
determined. The results showed that chronically stressed females had abnormally lengthened
estrous cycles, with a greater number of days in proestrus and estrus. Their body, uterine, and
vaginal weights were lower than those of control females. The viability of the cumulus cells, as
well as the stage of maturation and viability of the oocytes, was lower than in females from the
control group. These data show that chronic stress significantly alters reproductive functionality



in females and these alterations are related to the decrease in the levels of the reproductive
hormones, LH, estradiol, and progesterone, as well as the increase in corticosterone. Therefore,
this work shows that stress is a factor of female infertility.

Keywords: Chronic stress, LH, estradiol, cumulus cells.
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ACTH Hormona adrenocorticotrépica
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INTRODUCCION

Respuesta de estrés

El término estrés se refiere a la respuesta del organismo a estimulos (estresores) que son
impredecibles e incontrolables (Koolhaas et al., 2011). Un estresor se considera un estimulo
que amenaza la homeostasis y el estrés es la respuesta del organismo encaminada a recuperar
la homeostasis (Chrousos, 2009). En general, los estresores se pueden dividir en cuatro
categorias principales: 1) estresores fisicos, como las temperaturas extremas, las lesiones, el
ejercicio intenso, la radiacion intensa, los niveles altos de ruido y otros; 2) estresores
psicoldgicos, que afectan las emociones y pueden provocar ansiedad, miedo y frustracion; 3)
estresores psicosociales, derivados de las interacciones entre individuos, como la presencia de
un animal en el territorio de un dominante; en los humanos, como el desempleo y la separacion
matrimonial; 4) estresores mixtos, que tienen componentes tanto fisicos como psicoldgicos
(Pacak y Palkovits, 2001).

En términos de duracion, los estresores se pueden dividir en dos categorias principales: 1)
estresores agudos, con exposicidn unica y de tiempo limitado, segundos, minutos o pocas
horas); 2) estresores cronicos, con exposicion por mas de seis horas, dias, meses o afios, de
forma intermitente o continua). Los estresores también difieren en su intensidad, un estresor
tiene una dimensidn cuantitativa, la interpretacion de una situacion por parte de un individuo y
su reaccién pueden variar desde un control total hasta una pérdida de control parcial o total.
Ademas, un estresor puede ser leve en términos de sus posibles consecuencias, o puede ser
potencialmente mortal (Koolhaas et al., 2011). La intensidad se puede determinar mediante los
niveles de hormonas liberadas por el sistema de estrés (Pacak y Palkovits, 2001).

Hans Selye introdujo el concepto de estrés como una idea médica y cientifica en 1936; propuso
el término “sindrome general de adaptacion” (SGA) para explicar la progresion de la respuesta
de estrés mediante tres fases sucesivas: la reaccion de alarma, la etapa de resistencia y la
etapa de agotamiento. Propuso que durante las etapas del SGA la intensidad de la respuesta
al estrés puede variar (Pacak y Palkovits, 2001).

El organismo responde a los estresores mediante la activacion del sistema nervioso central y

periférico que tienen como propdsito la recuperacion de la homeostasis (Charmandari et al.,



2005). Sin embargo, en muchas ocasiones no se recupera la homeostasis y el organismo activa
mecanismos alostaticos que permiten al cuerpo adaptase a los cambios, en respuesta a los
estresores cronicos. En este sentido, la respuesta prolongada y/o excesiva a los estresores
puede causar consecuencias adversas que afectan la salud fisica y emocional (Charmandari et
al., 2005).

Mecanismos de la respuesta de estrés

La respuesta de estrés del organismo a los estresores esta sustentada por el sistema de estrés,
que tiene componentes tanto del sistema nervioso central, como periféricos. Estos
componentes son el sistema Locus Coeruleus (LC)-sistema nervioso simpatico-adrenomedular
(LC-SNS) y el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) (Charmandari et al., 2005). Los
componentes centrales del sistema de estrés estan ubicados en el hipotalamo y en el tronco
encefalico. Durante el estrés agudo, que corresponde a la fase de alarma del SGA, se activan
los somas de neuronas noradrenérgicas del LC. Estas neuronas a su vez estimulan a las
neuronas del cerebro y a las neuronas del sistema nervioso simpatico, las cuales activan a las
células cromafines de la médula adrenal, liberandose asi grandes cantidades de adrenalina y
noradrenalina hacia la sangre. Asimismo, de las terminales simpaticas en el cerebro y en
diversos organos también se libera adrenalina y noradrenalina, produciendo una serie de
respuestas conductuales y metabdlicas que preparan al organismo para la respuesta de fuga o
lucha (Charmandari et al., 2005; de Kloet et al., 2005).

El sistema LC- sistema nervioso simpatico (SNS) responde rapidamente a los estresores; los
nervios del SNS hacen sinapsis en la cadena bilateral de ganglios simpaticos con neuronas
simpaticas posganglionares, que inervan ampliamente el musculo liso de los vasos sanguineos,
el corazon, los musculos esqueléticos, los rifiones, el intestino y el higado, entre otros érganos
(Charmandari et al., 2005). Al mismo tiempo, las neuronas del LC hacen sinapsis con neuronas
parvocelulares localizadas en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo, cuya estimulacion
causa la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y arginina vasopresina
(AVP). Existen conexiones neuronales reciprocas entre las neuronas del PVN y las neuronas
noradrenérgicas del LC, donde la CRH y la noradrenalina se estimulan mutuamente a través de
los receptores para CRH tipo 1 y noradrenérgicos a1 (Charmandari et al., 2005).



Eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal

Cuando el estresor se presenta de una manera cronica, esto es si, su duracidén se alarga por
varias horas, dias, meses o afos, entra la segunda etapa del SGA, conocida como etapa de
resistencia. La coordinacién de la respuesta durante el estrés cronico por el SNC incluye la
participacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA), que es un importante regulador de las
funciones homeostaticas (Charmandari et al., 2005). Los principales efectores de esta etapa
son el PVN, el I6bulo anterior de la hipodfisis y la corteza suprarrenal. En ausencia de estresores,
el PVN libera CRH hacia el sistema porta hipofisiario, a través del cual llega hasta los
corticotropos de la adenohipdfisis, donde estimula la secrecidon de la adrenocorticorticotropina
(ACTH) vy su liberacion al torrente sanguineo, a través del cual es transportada hasta la corteza
de la glandula suprarrenal, donde se une a sus receptores en las células de la zona fascicular,
estimulando la sintesis y secrecion de glucocorticoides, cortisol en la mayoria de mamiferos,
corticosterona en roedores.

Estas hormonas esteroideas ejercen retroalimentacién negativa a nivel del hipocampo, del
hipotalamo y de la hipdfisis, para disminuir la secrecion de las hormonas liberadas por los
centros superiores y, en consecuencia, los glucocorticoides, para la autorregulacion del eje.
Esto impide que los efectos de los glucocorticoides tengan un efecto prolongado en sus tejidos
blanco y puedan causar efectos nocivos en ellos (Laryea et al., 2015). Sin embargo, en
condiciones de estrés cronico, la actividad del eje HHA aumenta significativamente, y puede
ejercer profundos efectos inhibitorios en otros sistemas, como el eje reproductivo a través de la
secrecion de la CRH y de los glucocorticoides (Mastorakos et al., 2006) (Figura 1).

Para la mayoria de los mamiferos, la perpetuacién de la especie constituye uno de los objetivos
esenciales de la reproduccion (Alvarez, 2008). La exposicién crénica a diversas situaciones
estresantes puede mantener activo al eje HHA durante largo tiempo e inducir la aparicion y el
desarrollo de patologias, alterando procesos psicoldgicos vy fisioldgicos como el crecimiento, la
funcion inmunoldgica y la funcion reproductiva, de interés para este trabajo, (Chrousos et al.,
1992).
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Figura 1. Activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HPA) ante los estresores. Existe una retroalimentacion
negativa que ejercen los glucocorticoides (GC) en el hipotalamo. Durante el estrés crénico, puede inhibirse la
reproduccion, asi como la respuesta inmunoldégica y otros procesos. PVN, nucleo paraventricular; CRH, hormona
liberadora de corticotropina; AVP, arginina vasopresina; ACTH, hormona adrenocorticotrépica; GCs,
glucocorticoides; CBG, proteina globulina transportadora. Tomado de Carlton et al., 2021.

Regulacion neuroenddcrina de la reproduccién femenina

La adquisicidn de la capacidad reproductiva inicia con la pubertad (en ratas es entre los 35-40
dias de vida), y requiere de una adecuada organizacion y regulacion de los 6rganos que

componen al eje hipotalamo-hipodfisis-gdnada, para el mantenimiento de la capacidad



reproductiva (Navarro et al., 2007). Los eventos reproductivos en la hembra son controlados
por las hormonas del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (HHO), las cuales regulan el
funcionamiento de todos los 6rganos involucrados, el hipotalamo, la adenohipdéfisis, el ovario y
los érganos blanco de las hormonas ovaricas (Zeydabadi et al., 2017).

El hipotalamo se localiza en el diencéfalo y esta constituido por varios nucleos. En los nucleos
anteroventral periventricular (AVPV) y arqueado (ARC) se localizan neuronas que sintetizan y
liberan el neuropéptido Kisspeptina (Kiss1). Este neuropéptido y su receptor, que esta acoplado
a proteina Gq (GPR54 o KISS1R), desempefian un papel fundamental en el control central del
eje HHO. Mediante sinapsis axosomaticas, las neuronas Kiss1 del AVPV estimulan la sintesis
y la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en las neuronas cuyos
somas neuronales estan localizados en el area preoptica (POA) y presentan KISS1R (Kinsey-
Jones et al., 2009). La GnRH es secretada en la eminencia media, hacia los capilares venosos
del sistema porta hipofisiario, es transportada hacia la hipéfisis anterior, para estimular en los
gonadotropos la sintesis y secrecion de las hormonas gonadotropicas, hormona foliculo
estimulante (FSH) y LH (Lamb et al., 2010).

La Kiss1 liberada del ARC estimula a las neuronas GnRH mediante su unién con sus receptores
localizados en la terminal axdnica. Esto define la pulsatilidad con la que es liberada la GnRH
(Kinsey-Jones et al., 2009). Las gonadotropinas hipofisiarias cumplen un papel importante en
el control de la funcion ovarica a partir de la pubertad. El ovario adulto presenta foliculos en
distintos estadios de maduracion, atrésicos y cuerpos luteos (CL) (Li et al., 2007). La FSH es
responsable del reclutamiento de los foliculos secundarios en el ovario y estimula su
maduracion, asi como la seleccion del o los foliculos dominantes en el ovario y, junto con la LH,
estimula la esteroidogénesis en las células foliculares ovaricas. La LH estimula en las células
foliculares de la teca la sintesis de androgenos, principalmente androstendiona. Este androgeno
difunde hacia las células de la granulosa murales, las cuales presentan receptores para FSH,
la cual favorece la aromatizacién de androstendiona hacia estrona y, posteriormente, ésta es
transformada en estradiol (E:), que es el principal estrogeno secretado por los foliculos ovaricos.
Dicha hormona difunde hacia el fluido folicular y hacia la circulacion sanguinea, para ser
transportada a sus 6rganos blanco. La LH, junto con la FSH, estimulan en los foliculos maduros
el proceso de liberacion de los ovocitos maduros, proceso que se conoce como ovulacion (Lamb

et al., 2010). El E: liberado de los foliculos ovaricos estimula la receptividad sexual, actuando



sobre el nucleo ventromedial (VMN) del hipotalamo. Asimismo, estimula la funcion del epitelio
del oviducto, el desarrollo del tejido glandular mamario, la proliferacion celular del epitelio uterino
y del epitelio vaginal (Hewitt y Korach, 2003). Ademas, el E: ejerce un efecto de
retroalimentacion negativa en las neuronas Kisspeptinérgicas del ARC, disminuyendo la sintesis
de GnRH y de gonadotropinas en la adenohipdfisis. A la mitad del ciclo menstrual, en primates
superiores, y durante el proestro en las ratas, el E> se incrementa de manera importante,
ejerciendo una retroalimentacion positiva en el nucleo AVPV del hipotalamo, lo que favorece la
liberacion de Kiss1, la cual a su vez estimula la liberacion pulsatil de GnRH y ésta, a su vez,
induce una mayor liberacién de LH y FSH desde la hipdfisis anterior hacia la circulacion
periférica. Estas gonadotropinas estimulan la liberacidén del ovocito maduro desde los foliculos
maduros de los ovarios.

En la rata, este evento ocurre en las primeras horas del estro. El E: induce también el
crecimiento del epitelio y del estroma endometrial; asimismo induce la expresion de los
receptores para progesterona (P4), la cual es crucial en la preparacion del utero ante la
posibilidad de que un embrion pueda implantarse en el utero. Una vez liberado el ovocito
maduro, en su lugar quedan las células foliculares de la granulosa y de la teca, que se luteinizan
y forman el CL, el cual secreta grandes cantidades de progesterona (P.) y, en menor medida,
E2 (Cortés-Vidauri et al., 2018). La P4 también ejerce retroalimentacion negativa sobre el ARC
del hipotalamo. La inhibina es una hormona ovarica, de naturaleza proteica, secretada por las
células foliculares, que interviene en el mecanismo de regulacion de la secrecion de FSH
mediante retroalimentacion negativa sobre la hipdfisis anterior disminuyendo la secrecion de
FSH (Lamb et al., 2010). En ausencia de un embrion, el utero sintetiza la prostaglandina F2a
(PGF2a), la cual causa la regresion del CL, dicha regresion consta de tres eventos: disminuye
la secrecidon de P4 a niveles previos a la formacion del CL, seguida de una muerte celular por
apoptosis y la degeneracidn de la matriz extracelular por medio de lutedlisis. La regresion del
CL favorece la ciclicidad normal y permite el inicio de otro ciclo reproductivo (Aréchiga-Flores et
al., 2019) (Figura 2).
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Figura 2. Eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Las neuronas de soma pequefio en el ARC y en el POA del hipotalamo
secretan GnRH, la cual llega hasta las gonadotropas para sintetizar y liberar a las hormonas gonadotropicas, FSH y
LH. La LH se une a receptores en las células de la teca para aumentar la biosintesis de andrégenos. Los andrégenos
entran en las células de la granulosa, donde se aromatizan a estrégenos. La linea punteada indica que las células
de la granulosa también tienen receptores para la LH. La FSH se une a sus receptores en las células de la granulosa
para incrementar la produccién de enzimas esteroidogénicas y de activina e inhibina. La activina y la inhibina solo
actlan sobre la hipodfisis anterior. El E; y la P, actian en la hipdfisis anterior y sobre neuronas hipotalamicas,
ejerciendo retroalimentacion positiva y negativa. SNC, sistema nervioso central. Tomado de Boron et al., 2009.

Desarrollo folicular ovarico

En el ovario adulto, los foliculos ovaricos pueden estar en diferentes estadios de maduracion.
A medida que el foliculo se modifica morfolégicamente, se llevan a cabo cambios bioquimicos
que reflejan el proceso de diferenciacion celular (Vantman y Vega, 2010). Los foliculos
primordiales se consideran las unidades reproductivas del ovario, ya que dan origen a los

foliculos dominantes y, en consecuencia, a los ciclos reproductivos. Los foliculos primordiales

11



contienen un ovocito primario pequefo, detenido en el diploteno de la meiosis |, asi como una
sola capa de células de la granulosa aplanadas, rodeadas de una lamina basal, formando un
microambiente que las separa de otras células. Ademas, carecen de suministro de sangre
independiente, por lo que tienen acceso limitado a las hormonas gonadotrépicas (Williams y
Erickson, 2012). En modelos murinos, se ha identificado en los ovocitos un factor de
transcripcion de foliculogénesis basica hélice-asa-hélice (FIGLA), el cual es critico para la
formacion de los foliculos en el nacimiento (Soyal et al., 2000). En ausencia de esta proteina,
los ovocitos en el recién nacido no sobreviven y causan esterilidad. Los ovocitos de los foliculos
primordiales secretan el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y al factor de
crecimiento de fibroblastos (bFGF), los cuales estimulan a las células de la granulosa para
aumentar la secrecidn del ligando kit (KL), que promueve el crecimiento de los ovocitos y el
desarrollo del foliculo (Williams y Erickson, 2012). La entrada de los foliculos primordiales en el
grupo de foliculos en desarrollo se conoce como reclutamiento o activacion de foliculos
primordiales. Cuando las diferentes cohortes de foliculos primordiales comienzan a madurar,
pasan al estadio de foliculos primarios, donde las células de la granulosa, que constituyen una
sola capa de células cuboidales, continuan secretando KL, lo que promueve aun mas la
activacion del foliculo. Los ovocitos de los foliculos primarios secretan el factor de crecimiento
diferencial 9 (GDF-9) y la proteina morfogénica ésea (BMP-15), que promueve la proliferacion
de las células de la granulosa (Williams y Erickson, 2012). En el siguiente estadio de maduracion
estan los foliculos secundarios. Cerca del momento de la transicién de foliculo primario a
secundario, aparecen varias capas de células de tipo estromal alrededor de la lamina basal. A
medida que avanza el desarrollo del foliculo secundario, aparecen dos capas primarias de
células de la teca, que se diferencian en las células intersticiales de la teca interna y teca
externa. El desarrollo de las células de la teca también va acompafiado de la neoformacion de
NnuUMerosos vasos sanguineos pequefos, presumiblemente mediante angiogénesis. En
consecuencia, la sangre ahora circula alrededor del foliculo, llevando nutrientes y
gonadotropinas al foliculo en desarrollo (Williams y Erickson, 2012). En el siguiente nivel de
desarrollo se forman los foliculos antrales, que se caracterizan por presentar una cavidad o
antro que contiene el liquido folicular, este liquido es un exudado plasmatico condicionado por
productos secretores de los ovocitos y de las células de la granulosa. Como las células de la
granulosa siguen proliferando y el antro aumentando de tamafio, la capa de las células de
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granulosa queda dividida en dos grupos: las células de la granulosa murales, que rodean el
antro y, las células del cumulo, que quedan en contacto con el ovocito (Williams y Erickson,
2012) (Figura 3).
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Figura 3. Foliculogénesis ovarica, los foliculos primordiales crecen y se diferencian hasta foliculo de Graaf. El
proceso comienza con el ovocito encerrado dentro de una sola capa de células de la granulosa, y termina con un
foliculo multicapa completamente desarrollado. Tomado de Gonzalez et al., 2010.

Durante el crecimiento de una onda folicular, se pueden describir cuatro fases: reclutamiento,
seleccidon, dominancia y atresia (Fortune et al., 2004). Existen dos tipos de reclutamiento
durante el desarrollo folicular, el inicial y el ciclico. En el primero, un grupo de foliculos comienza
su desarrollo sin depender del estimulo de gonadotropinas y, en el segundo, un grupo de
foliculos presentan receptores para responder a las gonadotropinas. En el reclutamiento inicial
un grupo de foliculos primordiales inician su crecimiento en respuesta a factores intraovaricos
como son los miembros de la familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3), en
presencia de estos factores no alcanzan el estado preovulatorio, sino que permanecen
quiescentes hasta ser capaces de responder al estimulo de las gonadotropinas. El
reclutamiento ciclico se inicia después de la pubertad (Fortune et al., 2004). El segundo
reclutamiento depende de las concentraciones séricas de FSH.

En roedores, durante el ciclo estral, un grupo de foliculos comienzan a desarrollarse, a partir de
una cohorte de foliculos antrales pequefios, y empiezan a madurar bajo un aporte adecuado de
gonadotropinas, especialmente por un aumento en la concentracion de FSH, que les permite
avanzar en su desarrollo. El desarrollo folicular antral se desencadena al inicio de la primera

onda de crecimiento folicular, estimulada por la segunda elevacion transitoria de FSH, la cual
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ocurre después de la ovulacion. Los foliculos reclutados responden a la FSH aumentando su
crecimiento y la sintesis de E., asi como una elevacién en la produccion de inhibina y activina,
estas hormonas inhiben y estimulan, respectivamente, el crecimiento de los foliculos, mientras
que la folistatina se mantiene en bajas concentraciones. Esta proteina neutraliza a los miembros
de la familia del TGF-f, para continuar con su maduracion (Gigli et al., 2006).

Al momento del reclutamiento, los diferentes foliculos de la cohorte son desiguales; los mas
pequefios son ricos en Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) y mas sensibles a su efecto
inhibitorio en la diferenciacién celular. Por tanto, el efecto estimulatorio de la FSH sobre la
actividad de la aromatasa es mayor en los foliculos mas grandes de la cohorte. Entre los
foliculos reclutados en cada onda folicular se establece una competencia por la dominancia, por
lo cual solamente un foliculo de la cohorte adquiere un desarrollo funcional y estructural, lo que
le permite seguir su crecimiento en un ambiente bajo en concentraciones de gonadotropinas, al
tiempo que los otros foliculos en desarrollo sufren atresia (Meduri et al., 2006).

El foliculo o los foliculos dominantes, en comparacion con los subordinados, presenta
concentraciones mayores de E> en el liquido folicular, factor de crecimiento parecido a la
insulina tipo-l (IGF-I), activina-A e inhibina-A (Gigli et al., 2006). A medida que los foliculos
maduran, comienzan a responder a la LH, lo cual puede ser parte del mecanismo de seleccion
del foliculo dominante; los cambios en el patrén de expresion del ARNm para los receptores de
las gonadotropinas y enzimas esteroidogénicas dentro de las células foliculares, estan ligados
a las modificaciones en las concentraciones sanguineas de gonadotropinas. La seleccién se
relaciona con la interferencia del foliculo mas grande sobre la capacidad de los foliculos mas
pequefios de recibir un adecuado soporte gonadotropico.

Esto podria ocurrir mediante dos vias: 1) la via pasiva, por la cual el foliculo mayor inhibe
indirectamente el crecimiento de los foliculos menos maduros reduciendo las concentraciones
de FSH por debajo del umbral necesario para mantener a los otros foliculos; 2) La via activa,
en la que el foliculo mayor secreta inhibina, impidiendo de esta manera, directamente, el
crecimiento de los demas foliculos (Mihm et al., 2000). Durante la etapa de dominancia, el
foliculo dominante recibe estimulos hormonales que colaboran para el aumento de su irrigacion
sanguinea. La maduracion de este foliculo se relaciona con niveles altos de proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda (StAR), la sintesis de receptores para FSH y principalmente para
LH (LHR), asi como la sintesis de proteinas y enzimas aromatasas necesarias para la sintesis
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y secrecion de estrogenos y progestagenos. El foliculo dominante alcanza un tamafo
marcadamente superior a los demas, y es responsable de la secrecion de E». Esta actividad
estrogénica esta relacionada con el incremento en la expresion de genes para aromatasa y el
receptor para FSH, asi como la adquisicién de receptores para LH en las células de la
granulosa. Esto aumenta la capacidad del foliculo dominante para producir mas Ez. En los
foliculos humanos, la asociacion de inhibina y E> puede inhibir la liberacion de FSH en la
hipdfisis anterior, para evitar que otros foliculos de la cohorte adquieran la proteina plasmatica
A asociada al embarazo (PAPP-A) y se vuelvan dominantes (Fortune et al., 2004).

La gran mayoria de los foliculos que no son reclutados degeneran a través del proceso conocido
como atresia, que consiste en la muerte por apoptosis de los foliculos que no fueron
seleccionados como dominantes. Con la atresia, cesa la sintesis de E2 y las concentraciones
de P4 intrafolicular aumentan; durante este proceso se observan nucleos picnoticos y
fragmentacidén nuclear en las células de la granulosa, asi como su desprendimiento por la
pérdida de la matriz extracelular, del mismo modo, ocurre desprendimiento del complejo
cumulus-ovocito y, en algunos casos, hipertrofia de las células de la teca. Ademas, ocurre la
pérdida de uniones comunicantes y de receptores para gonadotropinas (Tabarowski et al.,
2005) (Figura 4).
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Figura 4. Duracion del reclutamiento y seleccién de foliculos en ovarios de humanos y de rata. Adaptado de McGee
y Hsueh, 2000; Turathum et al., 2021.

Esteroidogénesis ovarica

La produccion normal de esteroides ovaricos es un proceso complejo y estrictamente regulado
por las hormonas gonadotropicas. La esteroidogénesis en la mayoria de los mamiferos
(incluyendo humanos y ratones) parece ocurrir a través del modelo de dos células/dos
gonadotropinas mediante el cual los androgenos se sintetizan a partir del colesterol. La proteina
StAR es el principal transportador de colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la
interna, donde se encuentra la mayor parte de las enzimas. Por lo tanto, StAR es un regulador
critico limitante de la tasa de produccidn de esteroides. La expresion y actividad de la proteina
StAR esta regulada por muchos factores, comenzando con la activacion del receptor de LH en
las células de la teca (Gomez-Chang et al., 2012). La senalizacion activada por LH a través de
su receptor acoplado a proteina G induce la sintesis de segundos y terceros mensajeros, que
han sido reconocidos como reguladores de la actividad de StAR. Si bien muchas vias de
sefalizacion intracelular se han relacionado con esteroides ovaricos inducidos por la LH, la
elevacion de AMPc, inducida por gonadotropinas, es una de las pocas vias que se ha
demostrado claramente. Tanto los receptores de FSH como de LH se unen a sus respectivos
ligandos, acoplados a proteinas heterotriméricas G que a su vez se componen por las
subunidades a, B (Gas). A su vez, esta proteina Gas estimula a la adenilil ciclasa, la cual
sintetiza AMPc intracelular a partir de ATP, el cual activa a la proteina quinasa A (PKA); ésta
promueve la esteroidogénesis al aumentar la sintesis y la actividad de StAR, a través de la
fosforilaciéon de la serina. Ademas, la PKA regula la expresién y actividad de las enzimas
citocromo P450 17 a-hidroxilasa/17-20 liasa/17- 20 desmolasa (CYP17) en las células de la
teca, asi como la enzima citocromo aromatasa p450 (CYP19) en las células de la granulosa,
favoreciendo la sintesis de testosterona, estrona y 1783-estradiol (Jamnongjit y Hammes, 2006).
Bajo el estimulo del pico preovulatorio de gonadotropinas, asi como la participacion de factores

de crecimiento y citocinas, ocurre la ovulacion, después de la cual, las células foliculares se

16



luteinizan, por lo que la biosintesis de esteroides cambia cualitativa y cuantitativamente hacia
la sintesis de Pa.

Durante la etapa folicular, que corresponde a la etapa de proestro en la rata, la produccion de
E> por las células de la granulosa, requiere de la sintesis de precursores androgénicos
(androstendiona) a partir del colesterol, bajo la accion de la LH (Figura 5, panel izquierdo). Los
andrégenos difunden hacia el compartimento avascular de las células de la granulosa. A este
nivel, y por efecto de la FSH, los andrégenos son biotransformados a estrégenos por accion de
la aromatasa (CYP19). En la fase lutea (Figura 5, panel derecho), que corresponde a la etapa
de diestro en la rata, el compartimento ocupado por las células de la granulosa se vasculariza,
permitiendo asi el aporte de colesterol, aunado a la presencia de receptores para LH, asi como
el incremento en la expresion de enzimas esteroidogénicas, lo que resulta en el aumento de la
produccion de P. y E: derivados de los androgenos de las células luteinicas de la teca (Gomez-
Chang et al., 2012).

Después del pico de LH, el ovocito secundario en la metafase Il (Mll) es liberado del foliculo
maduro y entra en el oviducto, donde puede ser fecundado. El foliculo dominante se transforma
en el CL, que es una estructura endocrina dinamica, atipica y temporal. La luteinizacién del
foliculo dominante por la LH se produce por la accidén de factores angiogénicos contenidos en
el liquido folicular, lo que permite la proliferacion de capilares sanguineos y fibroblastos a la
lamina basal de las células de la granulosa. Este mecanismo parece ser esencial para permitir
que el colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad) llegue a las células luteinizadas y éstas
sinteticen P4 a través de la accion de las enzimas citocromo P450 y 3[3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa A*% isomerasa (33-HSD). La P4 es responsable de los cambios que ocurren
durante la fase lutea y es esencial para el mantenimiento de la gestacion (Gémez-Chang et al.,
2012).

En otras células esteroidogénicas, existen otras vias de sefalizacion que se activan en forma
dependiente de AMPc, pero independiente de PKA, como en las células de la granulosa, donde
a través de factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (dependientes de AMPc) se
activan también diferentes vias como: la via de la proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPK), la via de sefalizacion de fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3-K) y la activacién de la
proteina quinasa B (PKB). La MAPK ha sido implicada en la regulacion de la esteroidogénesis
utilizando LH y gonadotropina corionica humana (hCG), las cuales, ademas de elevar las
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concentraciones de AMPc, activan a cinasas efectoras de MAPK (ERK1/2) en las células de la
granulosa luteinizadas. También se ha observado que, durante la luteinizacién de las células
de la granulosa, la secrecion de P4 inducida por hCG coincide con un descenso en la expresion
de la subunidad catalitica de PKA, lo que sugiere que durante la luteinizacion de las células de
la granulosa la sintesis de progesterona es menos dependiente de PKA (Gomez-Chang et al.,
2012) (Figura 5).

Células del cumulo

A medida que el foliculo ovarico progresa desde primario a preantral, la capa de células de la
granulosa cuboidea prolifera para formar multiples capas. Esta proliferaciéon de células de la
granulosa es independiente de las gonadotropinas, lo que sugiere que los factores secretados
por los ovocitos son cruciales para el crecimiento del foliculo. Entre esos factores esta el factor
de crecimiento diferencial 9 (GDF9) y la proteina morfogenética ésea (BMP-15) (Turathum et
al.,, 2021). Mientras que los factores intraovaricos mencionados anteriormente, son los
principales reguladores del crecimiento de las células de la granulosa preantrales, los factores
extraovaricos, en particular la hormona FSH, junto con el factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), son cruciales para la diferenciacion de las células de la granulosa murales
(Turathum et al., 2021).
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Figura 5. Esteroidogénesis ovarica. Durante la fase folicular (panel izquierdo) y la fase lutea (panel derecho).

Tomado de Cunningham et al., 2015.

En los foliculos preantrales, las células de la granulosa se dividen en dos poblaciones: las
células granulosas murales, ubicadas en la pared folicular y, las células del cumulo (CC), que
rodean al ovocito. Las células de la granulosa murales recubren la pared del foliculo y tienen un
papel predominantemente esteroidogénico, ya que solo estas células granulosas expresan el
gen para la enzima p450 aromatasa, responsable de la aromatizacion de los andrégenos, y
presentan grandes cantidades de 3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa y citocromo p450, ademas de poseer gran cantidad de receptores para FSH
(Yen, 2001). Existen diferencias morfolégicas entre las células murales y las del cumulo; las
murales son células epitelioides, fusiformes, redondas, estrelladas o irregulares, mientras que
las del cumulo son en su mayoria redondas en forma (Turathum et al., 2021).

Las CC son células somaticas que rodean al ovocito, tienen un papel importante en el
crecimiento, la maduracidén meidtica, la ovulacion vy la fertilizacion del ovocito en los mamiferos
(Demiray et al., 2019). La primera capa que rodea al ovocito se llama corona radiata. Las CC
se forman a partir de células indiferenciadas de la granulosa, que son el principal tipo celular
que generan el microambiente necesario para el ovocito en desarrollo (Huang y Wells, 2010).
Estas células forman un epitelio pseudoestratificado que se conectan con el ovocito a través de
proyecciones membranales. Las CC y el ovocito forman el complejo ovocito- cumulo (COCs).
La comunicacion entre el ovocito y estas células regula la expresion de genes y la sintesis de
proteinas, lo que permite la diferenciacion y expansion de las CC y la maduracion del ovocito.
Las CC penetran la zona pelucida (ZP) mediante uniones comunicantes (Kidder y Mhawi, 2002).
En la transicion de los foliculos antrales a foliculos preovulatorios, las CC proliferan y se
establecen las uniones comunicantes con ovocito durante la maduracion meidtica. Las
funciones de las CC son apoyar el crecimiento del ovocito, producir acido hialurénico (HA),
experimentar la expansion en respuesta a la FSH, a diferencia de las células de la granulosa
murales, que tienen funciones endocrinas y favorecen el desarrollo del foliculo (Najafabadi,
2015).

Después del pico de LH, las CC se expanden, acumulando HA en la matriz extracelular, lo que
contribuye a la ovulacion y la subsecuente fertilizacion en el ampula del oviducto (Zhuo y Kimata,
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2001). La superfamilia TGF-p regula la funcién ovarica que favorece la diferenciacién y
proliferacion de las CC, la expansion de los COCs y la produccion de HA, causando la ovulacion

(Figura 6).
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Figura 6. Interacciones moleculares que inducen la diferenciacion de las CC. La proteina morfogénica 6sea (BMP-
15) y el factor de crecimiento diferencial 9 (GDF-9) promueven la expresion de genes en las CC y son importantes
para su diferenciacion, proliferacion, expansion del COC vy la produccién de HA para que ocurra la ovulacion.

Tomado de Turathum et al., 2021.

Una caracteristica distintiva de las CC es su capacidad para pasar de una estructura celular
compacta a una estructura celular dispersa. Este proceso se conoce como mucificacion e
implica que las células de la granulosa sinteticen HA y versicano, un proteoglicano que se
localiza en la matriz extracelular (Turathum et al., 2021).

El aumento de LH impulsa el proceso de expansion de las CC y esta mediado por las células
de la granulosa murales, éstas producen EGF, que se libera y se une al receptor de EGF en las
CC, esto mejora la expresion de los genes Has2, Ptgs2, Pix3 y Tnfaip6, necesarios para la

formacion y estabilizacion de la matriz extracelular de las CC y su expansion. Esto facilita el
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desprendimiento del COC de la pared del foliculo, asi como su extrusion en el momento de la
ovulacion (Baumgarten y Stocco, 2018).

Comunicacion bidireccional células del cumulo-ovocito

Las conexinas son una familia de proteinas homologas, su funcion mas conocida es formar
canales de membrana intercelular, que permite el paso de pequefias moléculas entre células, y
este proceso es conocido como comunicacidn intercelular. Existen 21 diferentes tipos de
conexinas en células humanas y 20 en ratones, estas reciben su nombre con base a su tamafio
en kDA. Seis conexinas se oligomerizan para formar un conexén (Winterhager y Kidder, 2015).
Cuando los conexones de la membrana plasmatica de una célula se acoplan de extremo a
extremo con los conexones de una célula adyacente, se forman canales intercelulares
permeables a los solutos de bajo peso molecular. Cuando existen multiples canales
intercelulares, que unen a dos células se denomina placa de union comunicante. Cada conexina
posee cuatro regiones transmembrana, dos bucles extracelulares, uno intracelular y los
extremos amino y carboxilo orientados hacia el lado citoplasmatico (Winterhager y Kidder,
2015). En la rata, la estructura de las uniones comunicantes entre el ovocito y las CC implica
exclusivamente un hexamero de conexina 37 (Cx-37) entre la membrana de la corona radiata 'y
el oolema, mientras que en las CC la estructura esta hecha exclusivamente de conexina 43
(Cx43) (Russell et al., 2016).

Estas uniones se asocian con la transferencia de moléculas hidrofilicas, con un peso molecular
inferior a 1 KDa. Las uniones comunicantes entre las CC y el ovocito se conocen como
proyecciones transzonales (TZP), que son extensiones especializadas de las células de la
corona radiata (Turathum et al., 2021).

A lo largo de las etapas de foliculogénesis, las uniones comunicantes acoplan las células de la
granulosa entre si y con el ovocito, estableciendo un sincitio metabdlico que es esencial para la
ovogenesis. A través de estas uniones, las células de la granulosa envian nutrientes, incluidos
los aminoacidos (glicina, alanina, lisina y taurina), glucosa para apoyar el metabolismo del
ovocito en crecimiento, ademas de iones para regular el pH (Alam y Miyano, 2019). Ademas,
permite que las CC mantengan al ovocito detenido en la profase | mediante la transferencia de
sefales inhibitorias intracelulares, estos canales compuestos por Cx43 son regulados para la
apertura y cierre de este, que se activa dependiendo de su estado de fosforilacion de la Cx43
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(Braries et al., 2004). Otro papel importante de las CC en el crecimiento de los ovocitos es
sincronizar la maduracion nuclear y citoplasmatica, ademas de regular la reanudacion de la
meiosis a través de las uniones comunicantes (Turathum et al., 2021). En el raton, se requieren
componentes esenciales de sefnalizacion para mantener el arresto meiotico. La FSH estimula
en las células de la granulosa murales la produccién del péptido natriurético C (NPPC), el cual
al unirse con su receptor NPR2 en las CC estimula la generacion de GMPc, posteriormente el
GMPc se difunde a través de las uniones comunicantes al ovocito, donde inhibe la actividad de
la fosfodiesterasa 3 (PD3A) y la hidrolisis del AMPc, manteniendo asi sus niveles elevados, el
AMPc es producido por el mismo ovocito via proteina G que se une a su receptor (GPR3) y la
activacion de adenilil ciclasa endogena del ovocito (Liu et al., 2013). La proteina quinasa A
(PKA) regula la actividad del factor promotor de la maduracion (MPF) por medio de la fosfatasa
CDC25 que se encarga de desfosforilar a la cinasa dependiente de ciclina (CDK1), y a las
quinasas Wee1 y Myt1 que participan en la fosforilaciéon de CDK1. Los niveles altos de AMPc
dan como resultado la fosforilacion de CDK1 y la inactivacion de MPF, manteniendo asi el
arresto meidtico (Liu et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos que regulan el arresto meiético, el mantenimiento del arresto de los ovocitos en la profase
| requiere altos niveles de AMPc. Las células de la granulosa murales producen NPPC, esto estimula la produccion

de GMPc en las CC, que ingresa a los ovocitos a través de las uniones comunicantes (Cx37) y evita que la PDE3A
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hidrolice el AMPc. El AMPc activa la PKA, lo que lleva a la inactivacién del MPF y al mantenimiento del arresto en

los ovocitos. Tomada de Pei et al., 2023.

Maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito

La meiosis es el proceso mediante el cual las células germinales diploides, reducen su numero
de cromosomas a la mitad en preparacién para combinarse con un gameto haploide del sexo
opuesto para crear un individuo diploide, genéticamente diferente de los progenitores. En las
hembras de los mamiferos, la meiosis se produce durante un periodo de tiempo prolongado;
durante la etapa fetal, las ovogonias inician la meiosis, pero quedan detenidas en la etapa de
diploteno de la profase | (Eppig et al., 2004). A partir de la pubertad en las hembras de mamifero,
el pico preovulatorio de LH induce la reanudacion de la meiosis | hasta MIl, en la que se detiene
nuevamente la meiosis y finalmente son ovulados (Alam y Miyano, 2019).

En una amplia variedad de especies animales el MPF, desempefia un papel fundamental. Es
un heterodimero compuesto por quinasa 1 (CDK1), dependiente de ciclina (B). CDK1 fosforila
residuos de serina y treonina especificos de sus proteinas, por lo que es necesario unirse con
la ciclina B para garantizar sus funciones (Pan y Li, 2019). En la ratona, el nucleo de los ovocitos,
también conocido como vesicula germinal (VG) exhibe una configuracién de cromatina unica
que esta sujeta a modificaciones dinamicas durante la ovogénesis. Este proceso de maduracion
es fundamental para conferir al gameto femenino competencia meittica y de desarrollo; las
modificaciones postraduccionales de las proteinas histonas, como la acetilacién y la metilacion,
son cruciales para la formacién de heterocromatina y, por lo tanto, desempefian un papel clave
en la remodelacion del genoma del ovocito (Vanhoutte et al., 2007). Esta estrategia implica
modificaciones multiples y jerarquicas de la cromatina que regulan la dinamica nuclear en
respuesta a una sefal programada durante el desarrollo, presumiblemente de origen paracrino,
antes de la reanudacion de la meiosis (Vanhoutte et al., 2007).

La maduracion de los ovocitos implica una serie compleja de eventos de remodelacion
molecular y de sus organelos, en particular mitocondrias, granulos corticales, citoesqueleto y
reticulo endoplasmico, entre la reanudacidn del primer ciclo celular meidtico y la detencion del
ciclo celular en la metafase de la Ml (Pei et al., 2023). Los granulos corticales, desempefian un
papel crucial en la fertilizacion al sufrir exocitosis después de la fertilizacion, lo que lleva al
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bloqueo de la polispermia en la ZP en los mamiferos. Las mitocondrias son fundamentales para
suministrar energia a los ovocitos con adenosin trifosfato (ATP). Ademas, el reticulo
endoplasmatico es capaz de almacenar y liberar calcio (Ca?*), lo cual es esencial durante la
fertilizacion.

El citoesqueleto, compuesto principalmente por microtubulos y microfilamentos, regula la
reorganizacion del huso con la red de microfilamentos durante la meiosis. Cualquier alteracion
de los microtubulos o microfilamentos puede provocar una falla en el movimiento y la
segregacion de los cromosomas, lo que resulta en una detencion de la metafase (Pei et al.,
2023). La reanudacion de la meiosis después del aumento de la LH, se ve facilitada por al
menos dos mecanismos que reducen la actividad de la PKA: una reduccién del AMPc por la
PDES3A vy la redistribucion de la PKA. El aumento de LH implica la regulacion de las uniones
comunicantes, la maduracion de los ovocitos depende de la actividad MAPK de las CC, la LH
provoca una rapida fosforilacion dependiente de MAPK, lo que cierra las uniones comunicantes
entre las CC, mientras que las uniones comunicantes entre ovocitos y CC permanecen abiertas
(Edson et al., 2009). Después de la activacion del MPF se reanuda la meiosis, se produce la
condensacion y segregacion cromosomica, la envoltura nuclear se rompe y la division
asimétrica del citoplasma da como resultado la extrusion del primer cuerpo polar. A diferencia
de la mitosis, no hay una fase S intermedia y, en cambio, la meiosis progresa a una segunda
division para reducir el genoma de diploide a haploide. La actividad de un factor citostatico (CSF)
causa la detencion en MIl en el ovocito mediante la estabilizacion del MPF y no se completa la

segunda division meiotica hasta la fertilizacion (Edson et al., 2009) (Figura 8).
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Figura 8. Ovogénesis. El ovocito reinicia la meiosis, sufre rompimiento de la VG y progresa hacia anafase | y
telofase |, para completar la meiosis I. Al completar la primera divisién meidtica, el primer cuerpo polar se extruye
y el ovocito se detiene, en metafase Il. Posteriormente es ovulado y la meiosis concluye con la fecundacion.
Tomado de Mihalas et al., 2017.
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Una vez que los ovocitos han madurado hasta la metafase I, en respuesta al aumento de LH,
la estructura del foliculo se remodela radicalmente para permitir la ovulacidén y se produce una
serie de procesos esenciales (Robker et al., 2018). El aumento de LH desencadena las etapas
finales de la maduracién de los ovocitos, asi como la ruptura folicular. La LH circulante se une
a su receptor (LH-R), acoplado a la proteina G, en las células de la granulosa mural de los
foliculos maduros, lo que desencadena la activacion de multiples vias de sefializacion
intracelular, incluidas la proteina quinasa A, ERK1/2, la proteina quinasa C y proteinas Ras
(Richards y Ascoli, 2018). Estas distintas cascadas de sefializacion son efectoras de aspectos
especificos de la maduracion de los ovocitos y la ruptura folicular. El aumento de LH activa a
las quinasas ERK1/2 lo que induce la transcripcion de ligandos similares al factor de crecimiento
epidérmico (EGF-L), anfirregulina, epirregulina y betacelulina, en las células de la granulosa
murales. La secrecion de estos ligandos es esencial para activar el receptor de EGF (EGFR) en
las CC e iniciar la respuesta ovulatoria en los COCs (Robker et al., 2018). A medida que el
foliculo responde al aumento de LH, uno de los eventos visualmente mas impactantes e
importantes es la expansion de los COCs. Estos se expanden en volumen mediante la rapida
induccion de genes que codifican proteinas estructurales, proteoglicanos y enzimas
sintetizadoras de glicosaminoglicanos, lo que da como resultado la formacion de una matriz
extracelular (ECM), altamente especializada que envuelve las capas del cumulo y al ovocito
(Russell y Robker, 2007). La enzima prostaglandina sintasa 2 (Ptgs2) cataliza la produccion de
precursores de prostaglandinas que son importantes para la sefalizacion intrafolicular en la
ovulacion, las prostaglandinas interactuan con el receptor PGE2 tipo 2 (EP2) para inducir la
expresion de genes de las CC que son criticos para la ovulacion, como TNFAIP6, Has2, Ptx3
(Robker et al., 2018).

Todo el foliculo sufre una remodelacion profunda, que incluye degradacion proteolitica,
inflamacion y angiogénesis. La metaloproteinasa ADAMTS-1, junto con el versicano, regulados
por el receptor para P4, son los responsables de la degradacién de la pared del foliculo para
que el ovocito sea liberado. Esta proteasa es sintetizada por las células de la granulosa murales,
aunque la forma activa se localiza en la matriz extracelular de los COCs expandidos. La
angiogeénesis en la vasculatura que rodea el foliculo es esencial para la ovulacion y se regula
principalmente mediante la induccién de la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Robker et al., 2018).
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ANTECEDENTES

La funcién reproductiva es uno de los primeros eventos que se alteran con el estrés. Diversos
estudios han reportado alteraciones en todos los niveles del eje HHO (Smith et al., 2003; Tilbrook
et al; 2000; Alvarez, 2008). El estrés cronico causado por diversos estresores como alimentacion
limitada, baja temperatura (4°C), inmovilizacion, cambios en el ritmo diurno; durante diez dias
consecutivos en ratas hembra causa disminucidn en las concentraciones séricas de Eo,
incremento en los niveles de testosterona, dopamina y norepinefrina, asi como menor
receptividad (Yoon et al., 2005). Ademas, el contenido de la enzima 6xido nitrico sintasa neural
(nNOS) y la endotelial (eNOS) en el tejido vaginal es menor en hembras estresadas, debido al
incremento en la testosterona y la baja concentracion de E», lo que causa menor relajacion del
musculo liso y menor flujo sanguineo vascular, en respuesta al estimulo sexual en el tejido vaginal
(Yoon et al., 2005). El estrés por calor en ratas induce disminucion de la cantidad de foliculos
preantrales saludables, ciclos estrales irregulares, el peso corporal de la hembra es menor y la
tasa de natalidad se reducen a medida que la temperatura se incrementa, de los 25.6 °C a los
32.4 °C (Abu et al., 2020). El estrés por calor en cabras (inducido mediante una camara climatica
a 35 °C) y en ratas, altera el crecimiento folicular, disminuye la concentracion plasmatica de LH,
E>, asi como los receptores para LH y la actividad de la aromatasa en las células de la granulosa,
asi como las concentraciones de E:, en el fluido folicular, retrasando asi la maduracion de los
ovocitos y la ovulacion.

Aunado a lo anterior, el crecimiento fetal es reducido, lo mismo que el peso de la placenta debido
al aumento en la resistencia vascular causada por alteraciones en la angiogénesis (Hansen,
2009). Adicionalmente el estrés por calor, inducido mediante una camara climatica a 42 °C por 3
h, aumenta el porcentaje de foliculos atrésicos y el numero de foliculos antrales con sefnales
apoptoticas. La proteina HSP70, Bim y la caspasa 3 fueron abundantes, disminuyendo a la
proteina aromatasa, asi mismo, disminuye las concentraciones de E», en suero y provoca
apoptosis en las células de la granulosa (Li et al., 2016).

La reproduccion de los mamiferos es el resultado de una regulacion compleja de varios factores
in vivo, por lo cual la temperatura fria es un factor ambiental importante. El estrés por frio inducido
mediante una camara a -10°C por 4 hrs altera el ciclo estral, las ratas muestran prolongacién de
las fases de estro y diestro, estas etapas se prolongan (Xu et al., 2018). Los niveles séricos de
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P4, E2 y PRL disminuyen, ademas la exposicion prolongada al frio produce alteraciones en la
morfologia del utero debido a una menor expresién de ARNm para receptores de E> (ER) en utero
(Xu et al., 2018).

La exposicion de ratas hembra a estrés por inmersioén en agua helada (0 — 1 °C) durante 20 min
por 7, 14 y 21 dias provoca alargamiento de los ciclos estrales debido a los bajos niveles de E> y
P4; el diametro folicular y el numero de foliculos es menor en las ratas expuestas a estrés, asi
como el diametro de las capas de células de la granulosa y de la teca; el lumen uterino es menor,
el epitelio endometrial disminuye, es irregular, edematoso y con menor numero de glandulas,
ademas de haber vasoconstriccion en el ovario y en el utero. Los cambios en los ovarios y el utero
debido a la vasoconstriccion podrian deberse a la disminucion del suministro de sangre en los
organos reproductivos (Wang et al., 2020).

La respuesta de estrés varia con la edad, ya que modifica la actividad del SNS en ratas hembra
adultas, dando como resultado un aumento de los niveles noradrenérgicos, altera la funcion
ovarica, provoca la formacion de quistes foliculares y aumenta la secrecion de andrégenos en el
ovario (Espinoza et al.,2023).

Las crias de ratas expuestas a estrés por frio presentan un retraso en la apertura vaginal,
asociado con bajas concentraciones de Ez, en ratas prepuberes el estrés cronico puede retrasar
el inicio de la pubertad (Espinoza et al.,2023). El estrés crénico por inmersion en agua fria a 15
°C por 15 min durante 30 dias consecutivos en ratas hembra alarga el ciclo estral, extendiéndose
el numero de dias en proestro y el estro, las hembras muestran menor proceptividad y
receptividad (lordosis), la tasa de gestacion es menor, aumenta el numero de fetos reabsorbidos,
el contenido hipotalamico de Kiss1 y GnRH disminuye, asi como las concentraciones de Ez, P4y
LH (Retana-Marquez et al., 2020). Estos resultados muestran que el estrés crénico tiene un efecto
negativo en la reproduccion femenina. Ademas, el estrés crénico por inmersion en agua fria
reduce la viabilidad de los ovocitos, asi como su maduracion in vivo, con la mayoria de los
ovocitos en etapa de VG; el numero de ovocitos con anormalidades es mayor, los cuales
presentan deformacion en la ZP, citoplasma compacto o granulado (Casillas et al., 2021). En

conclusion, las temperaturas extremas tienen un efecto nocivo en los ovocitos y las CC.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés altera diversas funciones reproductivas en la hembra, entre ellas el desarrollo de los
foliculos en el ovario, el desarrollo de los ovocitos, generando bajas tasas de maduracion de
ovocitos y de gestacion. Asimismo, disminuye la concentracion de las hormonas sexuales
femeninas como LH, FSH, E>y P4 e incrementa los glucocorticoides en el suero. Sin embargo,
actualmente no hay estudios en los que se evaluen los posibles efectos que el estrés cronico
causa en las células del cumulo, las cuales son importantes en los procesos de viabilidad y en la

maduracioén de los ovocitos.

JUSTIFICACION

A pesar de que se han estudiado las alteraciones reproductivas que el estrés genera en las
hembras, en la actualidad no existen reportes acerca de su impacto en las CC y como esto afecta
el desarrollo del ovocito. Es importante evaluar los efectos del estrés en la viabilidad de estas
células, ya que esto podria comprometer el proceso de maduracion folicular y afectar la viabilidad
de los ovocitos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto tendra el estrés cronico sobre la viabilidad en las CC, asi como en la viabilidad y

maduracioén de los ovocitos?

HIPOTESIS

El estrés generara bajas concentraciones séricas de hormonas sexuales, alterando la progresion
del ciclo estral, asi como baja viabilidad de las células del cimulo y bajos porcentajes de viabilidad

y maduracién de ovocitos in vivo.
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OBJETIVO GENERAL

= Evaluar el efecto del estrés cronico en el control endocrino del ovario y su impacto en la

ciclicidad estral y en los complejos ovocitos-células del camulo en ratas hembra adultas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la progresion del ciclo estral en ratas hembra.

= Valorar la actividad del eje HHO y del eje HHA.

= Evaluar la ganancia de peso corporal y los indices de pesos de 6rganos reproductivos.
= Determinar la viabilidad de las CC.

= Estimar el porcentaje de viabilidad y maduracién de los ovocitos.

METODOS

Declaracion de Etica

El manejo de los animales de experimentacion, asi como los procedimientos experimentales
utilizados en este proyecto estuvieron apegados a la reglamentacion de animales domésticos y
de laboratorio considerada en los Lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, la
docencia y la difusion de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, 2010, asi como a las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio,
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar, de 3 meses de edad, con un peso corporal entre
220-240 g, que fueron obtenidas del Bioterio de la Universidad Autdbnoma Metropolitana. Las
ratas se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad invertido (12:12), con temperatura ambiente
controlada (22 + 1 °C), y acceso a alimento y agua ad libitum. Las ratas se asignaron

aleatoriamente a uno de los dos grupos siguientes: control (n = 10) y estrés cronico (n = 9).
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Diseno experimental

* Ciclo luz- oscuridad
invertido (12:12)

Grupo control
+ Comida y agua ad libitum b + Obtencion de Uteros,
vaginas y ovarios.
(10) + Recoleccién de COCs
+ Temperatura del cuarto * Recoleccién de sangre
22+1°C Inicio estrés Pesaje diario Eutanasia
A
= |
b Dia 0 Frotis vaginales
(19) Grupo estrés
®

Estresor: inmersion en
agua fria (15 °C), 15
minutos, por 35 dias.

Evaluacion Ciclicidad estral Evaluacion hormonas

$

Citologia vaginal Inmunoensayo ELISA

$ $

Tincion con hematoxilina-
eosina, evaluacién con
microscopio Optico con
un aumento de 200x vy
400x.

Niveles séricos de LH,
E2, P4 y corticosterona
con kits comerciales.
Absorbancia de cada
pocillo se evaluo a 420
nm.

Evaluacién Viabilidad
celular

$

Tincion MTT

$

COC:s se tifieron con
0.5 mg/mL de MTT,
incubacién a 37 °C
por 30 min

Evaluacién Maduracion de ovocitos

$

Tincion con yoduro de propidio

$

Los ovocitos denudados, se
tineron con yoduro de propidio
(IP) por 2 minutos, y se fijaron
con (5 yL de IP + 5 pL de
glutaraldehido al 12%)
concentracion final 0,5 mg/ml a
cada pocillo

Figura 9. Representacion esquematica del disefio experimental.
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Las hembras del grupo control se mantuvieron en sus cajas sin alteraciones y soélo se
manipularon para registrar sus pesos corporales cada dia. Las ratas del grupo de estrés fueron
estresadas durante 35 dias consecutivos. En ese tiempo, también se evaluo la ciclicidad estral
mediante citologia vaginal. Un dia después de finalizar el periodo de estrés, las ratas de ambos
grupos, la mitad en proestro y la otra mitad en diestro, de cada grupo, fueron sometidas a
eutanasia por decapitacion. Se obtuvo sangre del tronco tirocervical para la evaluacion de las
concentraciones séricas de corticosterona, LH, E2 y P4; se extrajeron los uteros y las vaginas
para registrar sus pesos. De los ovarios se obtuvieron los COCs por puncion de los foliculos.
Estos se depositaron en cajas de Petri, se seleccionaron los ovocitos con citoplasma uniforme
y rodeados de una masa compacta de CC. Se determiné la viabilidad de las CC y de los

ovocitos, asi como su maduracion in vivo.

Progresion del ciclo estral

Para el seguimiento del ciclo estral, se realizaron frotis vaginales diariamente, durante dos
semanas, antes de iniciar el experimento. Los frotis fueron obtenidos una hora antes del inicio
del periodo de oscuridad. Para la toma de muestra se utilizd solucion salina y un asa de acero
inoxidable (Figura 10 A). La muestra obtenida, se colocé en un portaobjetos y posteriormente
se tind con hematoxilina-eosina para su observacion al microscopio optico (Olympus, modelo
CX41RF) a un aumento de 400x. Las etapas del ciclo estral se identificaron de acuerdo con la
citologia vaginal: etapa de proestro, células nucleadas; estro, células cornificadas; metaestro,
células cornificadas y leucocitos; diestro, leucocitos (Retana-Marquez et al., 2020). Los ciclos
estrales se consideraron normales cuando se observaron proestro, estro completo, metaestro,

y diestro en ciclos de 4 a 5 dias (Figura 10 B).
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nucleadas

Figura 10 A) Toma de frotis vaginales.10 B) Tipos de células del epitelio vaginal observadas en las muestras

tomadas a lo largo del ciclo estral. Aumento 400x

Aplicacion del estresor

Las ratas del grupo estrés se trasladaron a otra habitacion, donde las hembras se colocaron
individualmente en una caja de acrilico con tapa que contenia agua fria (temperatura = 15 °C,
profundidad = 15 cm), durante 15 min. Las ratas permanecieron en una posicion erguida (como
se observa en la figura 12), manteniendo la cabeza por encima del nivel de agua. El estresor
se aplicé una vez al dia, a las 10:00 am durante 35 dias consecutivos. Al final de los 15 min, las
ratas se sacaron de la caja de acrilico y fueron secadas. El orden en que se llevaron al area

donde fueron estresadas fue aleatorio (Retana-Marquez et al., 2003).
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Figura 12. Rata hembra sometida a estrés por inmersion en agua fria

Registro del peso corporal

El peso corporal de las hembras de ambos grupos se registré utilizando una bascula con
canastilla (Sartorius) diariamente de manera rutinaria a las 9:30h desde el inicio hasta el final

del experimento.

Indice de los pesos de 6rganos reproductivos

Los pesos relativos de los ovarios, utero y vagina se determinaron de acuerdo con las siguientes
férmulas:

Peso relativo de ovarios = peso del ovario (mg) / peso corporal (g) x 100

Peso relativo de uteros = peso del utero (mg) / peso corporal (g) x 100

Peso relativo de vaginas = peso de la vagina (mg) / peso corporal (g) x 100
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Analisis Hormonal

Todas las hormonas se determinaron por el método de inmunoensayo competitivo ELISA, se
utilizaron kits especiales para cada hormona (Arbor Assays DetectX®). Cada ejecucion incluyo
una curva estandar. La absorbancia de cada pocillo se evalu6 a 420 nm con un lector de placas
de microtitulacion BioRad xMark ™.

Corticosterona

1.- se utilizé una placa ELISA de 96 pocillos, y en cada pocillo se depositaron 50 yL de muestra
sérica de corticosterona

2.- se anadieron 75 pL de solucién amortiguadora

3.- se agregaron 25 uL del conjugado de corticosterona

4.- se depositaron 25 pL del anticuerpo de corticosterona

5.-Se cubrio la placa, y se centrifugd a temperatura ambiente por 1 hora (700 rpm)

6.- Al pasar la hora, se lavo 4 veces con amortiguadora diluida (300 puL por pocillo), y se
anadieron 100 L del sustrato de Tetrametilbencidina (TMB)

7.- la placa se incub6 a temperatura ambiente (18°C-23°C) por 30 min. La ejecucion del ensayo

incluyd una curva estandar y el limite de deteccion fue de 17.5 ng/mL.

Estradiol, progesterona, hormona luteinizante

1.-Se depositaron 100 pL de muestra de cada hormona en una placa ELISA de 96 pocillos

2.- Se anadieron 25 pL del conjugado de cada hormona y 25 uL del anticuerpo para cada
hormona

3.- Se cubrio la placa y agité durante 2h a 700 rpm

4.- Posteriormente se aspird y lavé cada pocillo 4 veces con 300 pL de solucion amortiguadora
5.- Se agregaron 100 uL del sustrato de Tetrametilbencidina (TMB) a cada pocillo.

6.- Se dejo incubar la placa a temperatura ambiente (18°C-23°C) por 30 minutos. Para la

ejecucion incluyd una curva estandar. Se determiné la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
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con un lector de placa de microtitulacion. EI mismo procedimiento se utilizé para las hormonas
P4y LH, pero cada una se llevo a cabo de manera individual. El limite de deteccion para E: fue
de 2.05 pg/mL, para P4fue de 0.1 ng/mL y para LH fue de 0.94 ng/mL

Viabilidad celular

La evaluacion de la viabilidad de los ovocitos y de las CC se realizé mediante la tincién de azul
de tetrazolio (MTT), inmediatamente después de su colecta. Los ovocitos y las CC se tifieron
con 0.5 mg/mL de MTT en solucion salina de fosfatos (PBS). Después de 30 min en incubacion
a 37 °C, para su evaluacion los ovocitos y las CC se observaron en un microscopio optico (Zeiss
Axiostar, Alemania) con aumento de 40x. Las células tefiidas de color purpura se consideraron
como vivas (viables) y las incoloras como muertas (no viables). Para su analisis se utilizo el

programa CellProfiler 2021 (identifica células).

Evaluacion de la maduracion de ovocitos in vivo

El primer paso fue realizar la puncion de los foliculos ovaricos usando una aguja desechable de
8 mm, dentro de una caja de Petri para obtener los COCs, posteriormente los COCs se
denudaron (se retiraron las CC), una vez separados los ovocitos, estos se tifieron con 5 pL de
yoduro de propidio (IP) por 2 min, y se fijaron con 5 uL de glutaraldehido al 12%, después se
realiz6 el montaje en un portaobjetos para su evaluacion en un microscopio de epifluorescencia
de la marca Axiostar Pluss, ZEISS®, con una longitud de onda de excitacién de 547 nm, con

un rango de deteccion de 541-572 nm, a un aumento de 100x. Los criterios para la evaluacion
de la maduracion nuclear fueron los siguientes: ovocitos con vesicula germinal (VG): inmaduros;

en MI: en proceso de maduracién, en MIl: maduros.

Analisis estadistico

Las bases de datos se crearon en Excel. El analisis estadistico y las graficas se realizaron con

los programas estadisticos GB Stat™ y GraphPad Prism 6.0. Los datos se expresaron como
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Media * error estandar de la media (E.E.M). Los porcentajes de viabilidad de las CC y la
maduracién de los ovocitos se analizaron con la prueba chi cuadrada. EI numero de ciclos
estrales se analizaron mediante la prueba t-student. Los pesos de los 6rganos, asi como las
concentraciones hormonales fueron analizados con ANOVA de dos vias, con los tratamientos
y las etapas del ciclo como factores, seguida de la prueba post hoc Newman-Keuls, para
comparaciones multiples. La ganancia de peso corporal se analiz6 mediante regresion lineal.

El nivel de significancia estadistica se fijo en p < 0.05.

RESULTADOS

Ciclicidad estral

Las citologias vaginales mostraron cambios en el epitelio vaginal de las hembras control y de
estrés durante los ciclos estrales. Los ciclos de las hembras control se presentaron de forma
regular con una duracion de 4-5 dias, con la presencia de todas las etapas en progresion
normal, proestro, estro, metaestro y diestro; en este grupo, el promedio del numero de ciclos
estrales durante 35 dias fue 8.6. El estrés cronico causo irregularidades en la progresion del
ciclo estral; se observaron alteraciones a partir del dia 3 de estrés, los ciclos estrales se
alargaron de uno a mas dias, pasando mas tiempo en las etapas de proestro y estro, sin
progresar a la siguiente etapa. El promedio del numero de ciclos estrales en las ratas estresadas

fue 5.9, menor a lo observado en las hembras control (Figura 13).
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Figura 13. Las graficas representan la ciclicidad estral a lo largo de las distintas etapas que se presentan del ciclo
estral durante 35 dias. Cada grafica muestra el ciclo estral de una rata para cada grupo, control y estrés. Las
hembras control mostraron una correcta progresion pasando por todas las etapas. El estrés crénico redujo el
numero de ciclos estrales, alargando los dias en proestro. Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M), Diestro (D). Eje
Y: etapas del ciclo estral. Eje X: dias durante los cuales se tomaron los frotis vaginales. Control: n=10, estrés n =
9.

El numero de dias en proestro fue mayor en las ratas estresadas (15) en comparacion con las
ratas del grupo control (8.6); el nuUmero de dias en estro fue similar para ambos grupos en grupo
estrés (6) y en control (7); el numero de dias en diestro fue menor en las ratas estresadas (12.5)

comparando con las ratas control (15) (Figura 14).
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Figura 14. Numero de dias en cada etapa del ciclo estral a lo largo de 35 dias. Datos mostrados como Media
E.E.M. * p= 0.01 en comparacioén con el control.

En relacion con el porcentaje de hembras que presentaron ciclos estrales, se observd que el
100% de las hembras del grupo de estrés cronico presentd alteraciones en el ciclo estral en
comparacion con las hembras control, de las cuales el 30% mostré alguna alteracion en la
progresion de los ciclos estrales, esto es, un dia mas de proestro, de estro o de diestro (Figura
15).
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Figura 15. Porcentaje de ciclos estrales anormales en las ratas hembra. Las ratas estresadas presentaron mayor
porcentaje de ciclos estrales anormales en comparacion con el control. diferencia significativa con respecto al
control. p = 0.05.
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Ganancia de peso corporal

Las ratas que fueron sometidas a estrés cronico por inmersion en agua fria durante 35 dias
consecutivos no presentaron pérdida de peso corporal; sin embargo, la ganancia de peso en
este grupo fue significativamente menor en comparacion con el grupo control desde el dia 10
hasta el ultimo dia del experimento. En la Figura 16 se muestran las curvas de ganancia de
peso corporal para ambos grupos. Se incluye la ecuacion obtenida por regresion lineal, la
ordenada al origen y el coeficiente de correlacion para cada curva. El analisis estadistico
muestra que la pendiente de la curva de ganancia de peso del grupo estrés fue
significativamente menor en comparacion con la pendiente del grupo control (p= 0.0001). El
coeficiente de correlacion de la ganancia de peso a lo largo de los dias fue alto, tanto en las
ratas estresadas (r = 0.955) como en las ratas control (r = 0.996), indicando una correlacion
positiva. La pendiente de la curva de ganancia de peso en las ratas estresadas fue menor que

la de las ratas control.
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Figura 16. Curva de ganancia de peso corporal de las hembras control (linea roja) y ratas sometidas a estrés
cronico por inmersion en agua fria (linea rosa). La ganancia de peso fue mas lenta en el grupo estrés a partir de
los 10 dias de haber comenzado con la aplicacion del estresor. Cada punto representa el promedio de peso por
dia para cada grupo, n=19. CON: control, STR: estrés.
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Indices de los 6rganos reproductivos femeninos

Peso ovarico relativo

Con respecto a los pesos ovaricos relativos, se observé que las hembras del grupo control
tuvieron un mayor peso ovarico en la etapa de proestro en comparacién con las hembras
estresadas que mostraron un menor peso. Los valores del peso ovarico en la etapa de diestro
para el grupo de estrés no mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo control (Figura 17).
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Figura 17. Pesos ovaricos relativos en hembras control y estresadas crénicamente. Los pesos fueron
menores en las hembras estresadas, solamente durante el proestro. Los datos se muestran como Media
+ E.E.M, * diferencia significativa con respecto al grupo control, p = 0.05. CON: control, STR: estrés.

Peso uterino relativo
De manera similar a lo observado en los pesos vaginales, los pesos uterinos relativos en la

etapa de proestro fueron menores en las hembras del grupo de estrés en comparacion con el
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grupo control. En la etapa de diestro no se observaron diferencias significativas entre los pesos

uterinos de ambos grupos (Figura 18).
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Figura 18. Pesos uterinos relativos. Los pesos fueron menores en las hembras del grupo de estrés, unicamente
en la etapa de proestro. Los datos se muestran como Media + E.E.M, * diferencia significativa con respecto al

grupo control, p= 0.01. CON: control, STR: estrés.

Peso vaginal relativo
Los pesos vaginales durante el proestro fueron menores en el grupo de estrés cronico, en

comparacion con el grupo control. Los pesos vaginales relativos en la etapa de diestro no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 19).
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Figura 19. Pesos vaginales relativos de las hembras control y estresadas crénicamente. Las hembras de estrés
tuvieron menores pesos durante el proestro. Datos mostrados como Media + E.E.M. * diferencia significativa con

respecto al grupo control, p= 0.01. CON: control, STR: estrés.

Concentracion sérica de hormonas
Corticosterona

Las concentraciones séricas de corticosterona en las hembras estresadas crénicamente fueron
significativamente mayores que en las hembras control. Los niveles de corticosterona en el
grupo de estrés fueron casi tres veces mayores que los observados en el grupo control (p =
0.01) (Figura 20).
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Figura 20. Niveles de corticosterona en hembras control y estresadas cronicamente. En las hembras expuestas a
estrés las concentraciones de corticosterona fueron elevados a niveles mayores al doble del grupo control. Los
datos se muestran como Media + E.E.M. * diferencia significativa con respecto al grupo control, p=0.01.

Hormona luteinizante

Con respecto a la gonadotropina LH, los resultados muestran que esta hormona fue
significativamente menor en el suero de las hembras expuestas a estrés cronico (10.3 ng/mL),
en comparacion con las hembras control no estresadas (18.3 ng/mL). Estas bajas

concentraciones se observaron solamente en la etapa de proestro, no en el diestro (Figura 21).
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Figura 21. Concentraciones séricas de LH en ratas adultas en etapas de proestro y diestro. En las hembras del
grupo de estrés, los niveles fueron menores que en las hembras de grupo control. Los datos se muestran como
Media + E.E.M. * diferencia significativa con respecto al grupo control, p= 0.01.

Estradiol

Las concentraciones séricas de Ez. en las hembras estresadas de manera cronica fueron
significativamente menores a los niveles observados en las hembras del grupo control. Se
observa que los niveles se reducen a la mitad del control, tanto en la etapa de proestro como
en la de diestro. En promedio en el grupo control muestra 84.04 pg/mL comparado con el grupo
de estrés fue de 45.56 pg/mL durante el proestro. En la etapa de diestro el grupo control
presento 40.56 pg/mL, y el grupo estrés 22.9 pg/mL (Figura 22).
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Figura 22. Concentraciones séricas de E2 en ratas hembra adultas en las etapas de proestro y diestro. En ambas
etapas del ciclo, las concentraciones de E2 en las hembras del grupo de estrés fueron menores que en las hembras
control. Los datos se muestran como Media + E.E.M, diferencia significativa con respecto al grupo control, p = 0.01.
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Progesterona

Las concentraciones de P4 en el suero de las hembras estresadas cronicamente fueron
significativamente menores, aproximadamente la mitad, a las observadas en las hembras
control, tanto en la etapa de proestro como en la de diestro (Figura 23).
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Figura 23. Efectos del estrés cronico sobre la concentracion de P4 en el plasma de las hembras adultas en etapas
de proestro y diestro, se observaron diferencias significativas para ambos grupos en las dos etapas. Los datos se
muestran como Media + E.E.M. * diferencia significativa con respecto al grupo control, p = 0.01.

Viabilidad de las células del cumulo

La viabilidad de las células granulosas del cumulo disminuyé en las ratas sometidas a estrés
cronico, ésta fue significativamente menor a lo observado en el grupo control. El estrés cronico
provocd un mayor numero de CC muertas. Este efecto se presento tanto en el proestro como

en el diestro (Figura 24).
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Figura 24. Viabilidad de las CC en los COCs. El nimero de CC muertas fue mayor en los COCs de las hembras
estresadas. n= 60 COCs evaluados en total. Los datos son mostrados como Media + D.E, diferencia significativa

con respecto al grupo control, p = 0.05.

Viabilidad de ovocitos

La viabilidad de los ovocitos fue evaluada también en los COCs. El porcentaje de ovocitos vivos

obtenidos de las ratas estresadas cronicamente fue significativamente menor a lo observado en

las ratas control, en proestro el porcentaje de las ratas control fue de 92.85% y para el grupo

estrés 79.16%. Durante la etapa de diestro para el grupo control fue de 94.44%, mientras que

el grupo estrés fue de 75% (Figura 25). Los ovocitos tefidos se consideraron vivos.
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Figura 25. A) Porcentaje de viabilidad de los ovocitos en las etapas de proestro y diestro en ratas control y estrés.
La viabilidad de los ovocitos fue menor en las hembras estresadas. B) (a) Ovocito y CC muertos; (b) ovocito y CC
vivos; (c y d) ovocitos vivos, CC muertas. Los datos se muestran como Media + E.E.M. * diferencia significativa
con respecto al grupo control, p= 0.0001.

Maduracion de ovocitos In Vivo

Los ovocitos denudados de los COCs, fueron evaluados en cuanto a su grado de maduracién
in vivo, estas evaluaciones se realizaron para conocer el porcentaje de ovocitos maduros, ya
que estos son necesarios para el inicio del proceso reproductivo. Los ovocitos en VG y metafase
| (MI), fueron considerados inmaduros, los que se observaron en Mll con la presencia del primer
cuerpo polar se consideraron maduros. Los ovocitos se observaron en campo claro, con
microscopio invertido, y con microscopio de fluorescencia, después de tehirlos con IP. En la
etapa de proestro, el porcentaje de ovocitos del grupo control que alcanzaron la Ml fue de
36.36%; en el caso de los ovocitos obtenidos de las ratas estresadas el porcentaje de
maduraciéon fue 0%, en la misma etapa. Con respecto a los ovocitos en VG en ratas control,
durante el proestro se obtuvo un 43.58%, mientras que, en las ratas estresadas, el porcentaje
fue significativamente mayor (80.58%). En la etapa de diestro no se observaron diferencias en
la etapa de maduracion de los ovocitos entre los grupos (Figura 26).

Campo claro
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Figura 26. Maduracién in vivo de ovocitos en el proestro y el diestro del ciclo estral en los grupos control y estrés.
El porcentaje de ovocitos en VG fue mayor en el grupo de estrés en proestro, en comparacion con el control. El
porcentaje de ovocitos en MI fue similar en ambos grupos. El porcentaje de ovocitos maduros en MIl fue
significantemente menor en el grupo de estrés, durante el proestro. En el diestro no se observaron diferencias en
la etapa de maduracion entre los grupos. Los datos se muestran como Media + E.E.M. * p = 0.05, con respecto al
control. (A) las flechas indican al nucléolo la etapa VG, B) las flechas indican etapa MI, C) las flechas indican el
primer cuerpo polar y la Mil.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con la hipotesis planteada acerca de que
el estrés cronico es un factor que altera diversos parametros de la reproduccion femenina. La
activacion continua del eje HHA generd una concentracion constantemente elevada de
corticosterona sérica en las hembras estresadas, alterarando algunos procesos metabdlicos
relacionados con la ingesta de alimentos y, en consecuencia, generar una menor ganancia de
peso corporal, lo que repercutid en los pesos relativos de los 6rganos reproductivos femeninos.
Ademas, el estrés crénico alterd los eventos reproductivos clave como son la concentracion

sérica de hormonas esteroides, la maduracion in vivo de ovocitos y la viabilidad de las CC.
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Un aspecto metabdlico determinante para el éxito reproductivo es la alimentacion, la cual es
regulada por mecanismos neuroendocrinos que pueden verse influenciados negativamente por
acontecimientos estresantes. Si bien la ingesta de alimentos durante el estrés puede variar
entre los individuos, aumentando en algunos y disminuyendo en otros por efecto del estrés
(Spencer, 2013), esto se debe a los neuropéptidos que se liberan en el centro que regula la
ingesta de alimentos. La regulacion del equilibrio energético esta controlada por los nucleos
hipotalamicos que incluyen el ARC en el hipotalamo medio basal, el cual recibe sefiales
endocrinas periféricas circulantes, que regulan el metabolismo y el estrés. Las neuronas del
ARC que secretan el neuropéptido Y (NPY) son potentes estimuladores de la ingesta de
alimentos y la adiposidad, pero también son reguladores importantes del eje HHA (Andrews y
Abizaid, 2014). Las hormonas metabodlicas como el glucagon, la grelina y el péptido similar al
glucagon-l (GLP-I), asi como factores centrales, como el NPY y el péptido relacionado con
Agouti (AgRP) estimulan la ingesta de alimento en los animales, mientras que la leptina, la
insulina circulante, asi como la proopiomelanocortina (POMC), el transcrito relacionado con
anfetamina y cocaina (CART) y la CRH inhiben la ingesta de alimento (Keen-Rhinehart et al.,
2013). En este estudio se observd que las hembras del grupo de estrés ganaron menor peso
corporal que los animales control, lo que confirma lo reportado anteriormente por nuestro grupo
de investigacion (Retana-Marquez et al., 2003). Esto puede deberse a que, en el hipotalamo, la
ingesta de alimentos esta regulada por vias neuroanatomicas en el hipotalamo, en las que el
NPY y el POMC tienen un papel clave. El NPY hipotalamico en el ARC se ve alterado por
factores estresantes. La menor ingesta de alimentos inducida por estrés se asocia a una menor
expresion de NPY, por lo que un animal expuesto a estrés cronico disminuye su ingesta de
alimentos (Reichmann y Holzer, 2016). El menor aumento de peso corporal en las ratas
expuestas a estrés crénico podria explicarse por la liberacidn mayor o prolongada de CRH
durante el estrés (Heinrichs et al., 2001), ya que se ha demostrado que esta hormona, ademas
de activar al eje HHA, reduce la ingesta de alimentos mediante la inhibicion de algunos
neuropéptidos hipotalamicos, como la GHRH y la somatostatina, o mediante la interaccion con
circuitos sensibles a la leptina (Cone, 2000). Otro neuropéptido que podria estar involucrado en
la baja ingesta de alimentos es la POMC del ARC, el cual también tiene efecto anorexigénico,
al disminuir la ingesta de alimento, asi como la actividad de las neuronas dopaminérgicas que

se encuentran en el area ventral tegmental (VTA), uniéndose a su receptor opioide m (MOR).
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Durante el estrés cronico, las neuronas POMC, que proyectan hacia el VTA, donde se localizan
neuronas dopaminérgicas, causa la disminucion de dopamina en esa estructura cerebral,
induciendo anhedonia y comportamientos depresivos en ratas, que refuerzan la baja ingesta de
alimento (Qu et al., 2020).

Con respecto al aspecto reproductivo, el eje neuroendocrino que controla la reproduccion
femenina requiere de la coordinacion adecuada de varias hormonas para su correcto
funcionamiento, las alteraciones en este eje tienen implicaciones en 6rganos blanco como el
utero y la vagina. En relacion con el control endocrino de la reproduccion femenina, en este
trabajo se observaron menores concentraciones séricas de LH, E2 y P4, lo cual repercutio en la
progresion del ciclo estral, ya que éste se encuentra bajo el control de las hormonas ovaricas
E> y Ps. La produccidon de estas hormonas depende de la secrecion de las gonadotropinas
hipofisiarias, por lo que cualquier alteracion en este eje de regulacion neuroendocrina puede
afectar la funcidn ovarica, que repercute en la progresion del ciclo estral. Durante la respuesta
de estrés, el eje HHA se activa de manera importante, generando la liberacion de grandes
cantidades de glucocorticoides, los cuales pueden alterar la sintesis de las hormonas del eje
HHO a todos los niveles de regulacion. Los altos niveles de corticosterona observados en las
hembras estresadas podrian inhibir la liberacién de gonadotropinas, ya que se ha reportado que
los glucocorticoides son capaces de inhibir la liberacién de Kiss1 mediante la reduccion de la
expresion del ARNm para Kiss1 en el AVPV (Luo et al., 2016), esto causa que el contenido de
Kiss1 en este nucleo disminuya, como se ha observado en estudios previos del grupo de
investigacion (Retana Marquez et al., 2020). Esto repercute en un menor contenido de GnRH
(Retana-Marquez et al., 2020) y, por ende, su liberacion, lo que causa menor liberacion de
gonadotropinas y, consecuentemente, menor estimulacion de la esteroidogénesis ovarica y
bajas concentraciones de E: en el ovario (Michael et al., 1993; Whirledge y Cidlowski, 2010).
La disminucién de Kiss1 resulta en un estro persistente y en la abolicidn del pico preovulatorio
de LH (Wiegand et al., 1980), como se observé en el proestro en este trabajo, lo que ocasiona
alteracion en la ovulacion, la fertilidad y el tamafo de la camada (Popa et tal., 2013; Retana-
Marquez et al., 2020).

Durante la respuesta de estrés, la CRH liberada del PVN puede también inhibir la secrecion
hipotalamica de GnRH, mientras que los glucocorticoides, ademas de disminuir la secrecion
hipofisiaria de LH y la sintesis de E>y P4 en el ovario, también inducen resistencia de los tejidos
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blanco del E2, como es el epitelio vaginal (Kalantaridou et al., 2004). Los resultados de este
trabajo concuerdan con lo anterior, ya que los ciclos estrales de las hembras estresadas
cronicamente presentaron alteraciones, como alargamiento en las etapas de proestro y estro
en menor medida, asi como menor numero de dias en diestro. Estas alteraciones se explican
por las bajas concentraciones séricas de E> durante el proestro, lo que provoca una menor
retroalimentacion positiva en el nucleo AVPV, dando como resultado la disminucion de los
niveles de Kiss1y de GnRH, teniendo como consecuencia, una menor liberacion de LH (Retana-
Marquez et al., 2020; Ozawa, 2022). Los resultados en las concentraciones de LH, Ex> y P4
obtenidos el trabajo presente, coinciden con lo reportado previamente por el grupo de
investigacion. La baja concentracion de LH en suero durante el proestro pudo causar menor
tasa de ovulacion, con la consecuente formacién de menos cuerpos luteos en los ovarios. Sin
embargo, estos parametros no fueron analizados en el presente trabajo, por lo que esto puede
ser motivo de futuros estudios. A pesar de las bajas concentraciones de E2> observadas durante
el proestro, éstas pudieron favorecer la proliferacién del epitelio vaginal, mostrada por la
presencia de células nucleadas en los frotis vaginales; sin embargo, dichas concentraciones no
son suficientes para estimular el pico preovulatorio de LH, mostrado por las bajas
concentraciones de esta gonadotropina. En consecuencia, el ciclo estral no progresa
normalmente, debido a la ausencia de ovulacién, causando aumento en el numero de dias en
proestro y en menor medida en estro. En apoyo a lo anterior, se ha reportado que cuando se
aplica algun estresor en la manana del proestro, se interrumpe el aumento de LH por Exy es
capaz de alargar el ciclo en ratones hembra, esto se atribuye a que el eje HHA altera al HHO
mediante la liberacidn de la hormona inhibidora de gonadotropinas (GnlH), conocido también
como neuropéptido RF relacionado con amida (RFRP-3) en los mamiferos, cuyos somas
neuronales se localizan en el nucleo dorsomedial (DMN) del hipotalamo y que proyectan hacia
los nucleos POA, AVPV y ARC y a la eminencia media. Dicho neuropéptido inhibe la secrecion
de Kiss1 (Whirledge y Cidlowski, 2010) y de GnRH (Han et al., 2017; Ducret et al., 2009;
Wagenmaker y Moenter, 2017) en el hipotalamo, asi como la liberacion de LH en la hipofisis
(Murakami et al., 2008). Estos efectos son mediados a través de sus receptores GPR147 en
esas células (Hu et al., 2019), afectando en ultima instancia la funcion ovarica y por tanto la
ciclicidad. La expresion de RFRP-3 se incrementa por efecto de la corticosterona a través de

los receptores para glucocorticoides en las neuronas del nucleo dorsomedial DMN (Kirby et al.,
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2009), por lo que es probable que los elevados niveles de corticosterona observados estimulen
la expresion de RFRP-3, el cual disminuye la liberacion de Kiss1 en el AVPV, de GnRH en el
POAy la liberacion de LH desde la adenohipdfisis (Hu et al., 2019), alterando asi la funcion del
eje HHO.

Con respecto a la baja maduracion de los ovocitos, ésta puede explicarse por las bajas
concentraciones de LH observadas durante el proestro, ya que esta gonadotropina es la
responsable de estimular la reanudacion de la meiosis en los ovocitos (Minkowicz, 2018). El
mayor porcentaje de ovocitos inmaduros en las hembras estresadas en comparacion con las
hembras control, durante el proestro, observado en este trabajo, podria explicarse por las
alteraciones neuroendocrinas causadas por el estrés en el eje HHO, mediante la disminucion
de Kiss1 en el AVPV y de GnRH en el POA del hipotalamo, ademas de menor concentracion
sérica de LH, E: y P4 (Retana-Marquez et al., 2020). El pico preovulatorio de LH en respuesta a
la GnRH durante el proestro es responsable de la reanudacién meittica hasta detenerse
nuevamente en MIl y culmina en el momento de la fecundacion del ovocito (Pan y Li, 2019). Las
CC que rodean al ovocito responden directamente al incremento de LH (Khamsi et al., 2001)
durante la ovogénesis y el desarrollo folicular, ya que presentan receptores para esta
gonadotropina y, a través de las uniones comunicantes que establecen las células de la
granulosa con el ovocito, se produce una disminucion de los niveles de AMPc y GMPc,
favoreciendo asi la reanudacion de la meiosis (Pei et al.,2023). Dado que el estrés provoca la
disminucion de GnRH y LH (Retana-Marquez et al., 2020), esto impide la reanudacién meidtica,
lo que explica el elevado porcentaje de ovocitos en VG, asi como la ausencia de ovocitos en
MIl, lo que demuestra que el estrés altera el proceso de maduracién de los ovocitos a través de
disminuir el estimulo gonadotropico hacia los ovarios. Durante el desarrollo folicular, las CC
protegen al ovocito contra el dafio causado por las ERO; sin embargo, el estrés cronico es capaz
de generar estrés oxidante en las células foliculares (Yang et al., 2017), lo que causa la
activacion de la caspasa 3, misma que induce la fragmentaciéon del ADN en las CC, como se ha
reportado anteriormente por el grupo de investigacidn en ratas hembras sometidas a estrés
cronico (Casillas et al., 2023). La muerte de las CC puede causar alteraciones importantes en
el ovocito, debido a que la presencia de estas células es necesaria para que el ovocito alcance
la maduracion citoplasmica y nuclear (Turathum et al., 2021). Dichos efectos inhibitorios pueden

deberse al incremento en las concentraciones de corticosterona, que inhiben la liberacion de
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GnRH desde el hipotalamo, la secrecion de LH desde la adenohipdfisis, asi como la sintesis de
E:2 en los foliculos ovaricos. Todo ello confluye en la disminucién de la viabilidad y la maduracién
de los ovocitos (Bhaumik et al., 2023). La baja tasa de maduracion de los ovocitos podria
deberse también a procesos de muerte celular de las CC causados por la corticosterona, ya
qgue se ha reportado que la administracidén de cortisol en ratonas induce apoptosis en las células
de la granulosa murales y las CC, ademas de la sintesis del ligando Fas (FasL) en esas células,
lo que activa la via extrinseca de la apoptosis, tanto en los ovocitos como en las células de la
granulosa, esto asociado con bajos niveles de LH y E.. Asimismo, el cortisol administrado a las
ratonas también deteriora el potencial de desarrollo de los ovocitos a través de la alteracion del
potencial de membrana mitocondrial, llevando a la generacion de estrés oxidante (Yuan et al.,
2016). Asimismo, activa al sistema TNF-a en las células de la granulosa murales y CC,
causando apoptosis, alterando asi la competencia de los ovocitos (Yuan et al., 2020). La CRH
también puede tener un papel, ya que altera el crecimiento folicular en ratonas, produciendo la
sobre activacion de foliculos primarios, a través de la via PI3K e inhibiendo al homdlogo de
fosfatasa y tensina (PTEN), el cual regula la proliferacion celular, lo que lleva a una activacion
de foliculos primordiales en los ovarios, afecta la ovulacion y retrasa el desarrollo folicular,
disminuyendo asi el numero de foliculos maduros (Xu et al., 2018).

Aunado a las bajas tasas de maduracion y viabilidad observadas en los ovocitos de las ratas
estresadas cronicamente, se observé también un mayor porcentaje de ovocitos anormales en
la etapa de proestro (11.76%), en comparacion con el grupo control, en el que no se observaron
anormalidades en esas células, estos datos coinciden con lo reportado anteriormente (Casillas
et al., 2021). Al no progresar el ciclo estral hacia la etapa de diestro y permanecer varios dias
consecutivos en proestro o estro, es posible que la falta de estimulacion por LH haya generado
un ambiente folicular adverso, impidiendo su estabilidad y generando anormalidades en los
ovocitos. Las anormalidades observadas fueron alteraciones en la zona pelucida, citoplasma
granular y con vacuolizaciones, ausencia de la forma esférica caracteristica de estas células.
Es probable que estas alteraciones morfolégicas sean debidas a que el estrés genera
incremento en las ERO, las cuales pueden causar alteraciones en el huso meidtico,
desalineacion de la cromatina y disfuncion mitocondrial. El incremento en las ERO generado
por el estrés cronico puede a su vez inducir apoptosis en los foliculos antrales (Guo et al., 2020).
Por tanto, el incremento de las ERO puede afectar a la competencia de los ovocitos en
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diferentes niveles, alterando la maduracion nuclear e inhibiendo la extrusion del cuerpo polar
en ovocitos maduros (Chaube et al., 2005). El peroxido de hidrogeno (H20-), que puede generar
ERO, induce errores en la formacion del huso meiotico y alterando la funcion mitocondrial
disminuyendo el ATP (Zhang et al., 2006). Asimismo, las ERO inducen eventos apoptoticos en
los ovocitos, como es la formacién de cuerpos apoptoticos y la fragmentacién del ADN.

Los glucocorticoides causan un incremento en la produccion de ERO y disminuyen la actividad
de las enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
glutation peroxidasa (GPX) y la glutatién reductasa (GR) (Zafir y Banu, 2009). El aumento de
H>O2intracelular, puede extraer electrones de las macromoléculas en una célula, lo que produce
un dafo extenso a la membrana celular o puede servir como sustrato para la generacion de
radicales hidroxilos altamente reactivos. Los radicales intracelulares inducen la fragmentacion
del ADN, la ruptura de la membrana plasmatica y, en ultima instancia, causan la muerte celular
(Chaube et al., 2005). Las ERO pueden dafiar la membrana celular, atacando a los lipidos y a
las proteinas membranales y, en el nucleo, dafiar a los acidos nucleicos. Todo ello puede inducir
la produccion de ovocitos anormales con un bajo potencial de desarrollo (Khazaei y Aghaz,
2017). De manera similar, el estrés por frio durante 24 h causa incremento de la CRH en el
suero, en los ovarios y en los ovocitos, induciendo apoptosis en las células del cumulo y
disminuyendo la capacidad del ovocito para generar embriones tras su fertilizacion (Wang et
al., 2020). En su conjunto, los resultados reportados en este trabajo aportan informacion sobre
los efectos que el estrés crénico causa en las CC y sus consecuencias en la maduracion y
viabilidad de los ovocitos, disminuyendo su capacidad de ser fertilizados y la posibilidad de

generar embriones viables.

La muerte de las CC por efecto del estrés cronico observada durante el proestro el diestro puede
deberse también al aumento de ERO, como se ha observado en ratonas sometidas a estrés
psicoldgico, en las que se reportd fragmentacién del ADN y muerte por necroptosis o apoptosis
tanto en las células de la granulosa como en los ovocitos (Zhai et al., 2020) La necroptosis es
un tipo de muerte celular regulado, distinto de la apoptosis, que se caracteriza por aumento del
volumen celular, inflamacion de los organelos, rotura de la membrana plasmatica (Stringer et
al., 2023). El estrés incrementa la liberacion de cortisol y la produccion extracelular de ERO por

los macréfagos que se encuentran en el fluido folicular, causando estrés oxidante y aumento de
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citocinas en las células de la granulosa. El estrés oxidante genera aumento del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), el cual se une a su receptor en la membrana de las células de la
granulosa e induce cambios conformacionales que resultan en la union de la proteina asociada
con el dominio de muerte a TNFR1 (TRADD). TRADD recluta a otras dos proteinas, la cinasa
que interactua con serina/treonina en el receptor (RIPK1) y con el factor asociado a TNFR 2
(TRAF2), que forman el complejo 1, la cilindromatosis (CYLD) desubiquitina a RIPK1 y ayuda a
la disociacion del complejo 1 de la membrana. El complejo 1 se mueve al citoplasma y se asocia
con la proteina Fas con dominio de muerte (FADD) y la caspasa 8 formando el complejo Il. La
caspasa-8 escinde RIPK1 y RIPK3, lo que genera sefiales apoptoticas, por otra parte, la
heterodimerizacion de la proteina C-Flip produce la inhibicion de la caspasa 8, o que permite
la formacion de un necrosoma y la asociacion con RIPK1 con RIPK3, que induce la
autofosforilacion de RIPK1 y RIPK3. Esos dos forman un complejo que fosforila a la proteina
parecida a la mezcla de dominio de linaje cinasa (MMKL), la cual desencadena la rotura de la
membrana celular y la necroptosis. La muerte de las células de la granulosa priva al ovocito de
los factores de sobrevivencia, nutrientes y nucleotidos ciclicos que llevan a la generacion de
ERO y estrés oxidante. A su vez, el estrés oxidante, junto con el aumento de calcio intracelular
dispara la necroptosis de los ovocitos, de manera similar a lo que ocurre en la necroptosis de
las células de la granulosa en ratonas y humanos (Chaudhary et al., 2019). El estrés también
puede inducir apoptosis, que es la muerte programada y controlada de una célula, implica la
degradacion y fragmentacion de proteinas y ADN, la absorcion de la célula colapsada por
fagocitos de forma no inflamatoria (Stringer et al.,2023). La acumulacion de ERO vy estrés
oxidante, tanto en los ovocitos como en las células de la granulosa, da como resultado la
disminucién de la sintesis de E2, menor tasa ovulatoria y menor calidad de los ovocitos (Tripathi
et al., 2013). La apoptosis en las células de la granulosa debida al estrés oxidante reduce la
comunicacion granulosas-ovocito, alterando el aporte de nutrientes y los factores que favorecen
la maduracion, lo que disminuye la calidad de los ovocitos preovulatorios. Ademas, el estrés
oxidante induce acortamiento de las secuencias de ADN localizadas en los extremos de los
cromosomas conocidas como telomeros, segregacion cromosomica y fragmentacion del ovocito
(Prasad et al., 2016). Los niveles altos de ERO también pueden activar la via extrinseca de la
apoptosis, activando a los receptores de muerte transmembrana como al receptor de FAS, al
receptor del factor de necrosis tumoral (TRAIL- R), localizados en la membrana lo que libera al
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factor apoptogénico citocromo C desde el espacio intermembrana de la mitocondria hacia el
citosol, se forma el apoptosoma con citocromo C/Apaf-1/Caspasa 9, aumentan las proteinas
proapoptoticas p53 y BAX, al mismo tiempo que disminuye la proteina antiapoptotica Bcl2
(Saadeldin et al., 2018) y activa las caspasas efectoras 7 y 3, las cuales activan a la ADNasa,
que induce la condensacion de la cromatina y la fragmentacién del ADN, rompiendo el ADN en
los sitios enlazadores entre los nucleosomas, con la consecuente generacion de fragmentos de
180pb de ADN y multiplos de los mismos (Eskandari y Eaves, 2022; Larsen y Sgrnsen, 2017),

induciendo asi la apoptosis (Abdelnour et al.,2019).

Con respecto a los pesos relativos de los 6rganos reproductivos, en este estudio se observo
menor peso ovarico relativo durante el proestro en las hembras, posiblemente causado por
bajos niveles de FSH, ya que esta hormona favorece la maduracion ciclica de los foliculos
ovaricos secundarios. Los niveles bajos de LH observados podrian ser la causa de que no
ocurra la ovulacion y esto cause menor numero de CL, dando como resultado baja
concentracion de P4 durante el diestro (Bhaumik et al., 2023. Adicionalmente, las células
foliculares de la teca, de la granulosa murales y las CC, asi como las del CL presentan
receptores para CRH, la cual es capaz de inducir apoptosis en esas células (Liang et al., 2013),
contribuyendo asi a una baja esteroidogénesis. La corticosterona también tendria un papel en
esto, ya que se ha demostrado que la administracion intraperitoneal (i.p.) de corticosterona en
ratonas causa menor expresion de los genes que codifican para las enzimas esteroidogénicas
como son la 3B-HSD, la citocromo 450, enzima de escision de la cadena lateral del colesterol,
la 170-hidroxilasa/17-20 liasa, la aromatasa y la proteina StAR, la cual transporta el colesterol
hacia la membrana interna mitocondrial para su conversion en pregnenolona (Wei et al., 2019).
Estos efectos pueden ser de largo plazo y afectar también la funcion de los cuerpos luteos,
disminuyendo asi la sintesis de Pa.

Tanto el utero como la vagina son 6rganos blanco de las hormonas ovaricas. El E> estimula la
proliferacion del endometrio uterino, incrementando la mitosis en el epitelio y en tejido estromal,
asi como la formacion de las glandulas uterinas, y del epitelio vaginal, aumentando la
proliferacion de las células epiteliales y su posterior cornificacion. Ademas, tiene un efecto

angiogeénico, favoreciendo la formacion de vasos sanguineos en el utero. Por su parte, la P4
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favorece la secrecion de las glandulas uterinas para generar un ambiente nutritivo del que pueda
nutrirse un embrion antes de implantarse en el utero. En condiciones de estrés y, como
muestran los resultados, los niveles de LH, E2 y P4 disminuyen por efecto de la activacion del
eje HHA. Las hembras son mas sensibles al estrés que los machos, dado que el incremento de
glucocorticoides es mayor (Gonzalez et al., 2010). Ademas, se han identificado receptores para
CRH en la mayoria de los tejidos reproductivos femeninos, incluidos los ovarios, el utero y la
placenta (Kalantaridou et al., 2004). En el ovario, la CRH y sus receptores se localizan en las
células de la teca foliculares y luteas, donde inhiben la esteroidogénesis (Caruso et al., 2022),
lo que sugiere que, la CRH podria potenciar el efecto de los glucocorticoides en el ovario.

La disminucion en el peso de los organos reproductivos de las hembras estresadas
cronicamente se debe a las bajas concentraciones de E> y P4 debidas al incremento de los
glucocorticoides, los cuales también disminuyen la cantidad de receptores para dichas
hormonas (Rabin et al., 1990), generando resistencia a las hormonas sexuales femeninas.

Los bajos pesos uterinos observados durante el proestro en las hembras estresadas, se puede
explicar por un menor desarrollo del epitelio y el estroma del endometrio, asi como de las
glandulas uterinas, debido a los bajos niveles de E>. Como se menciono, el desarrollo del
epitelio uterino depende de la union de E> a su receptor para estrogenos alfa (ERa). Este
receptor podria verse disminuido por efecto de los glucocorticoides sobre la transcripcion,
procesamiento y la traduccion del ARNm o bien por modificaciones postraduccionales (Rabin

et al., 1990). Esto seria una perspectiva de este trabajo.

El peso vaginal relativo también disminuyd en las hembras del grupo de estrés en proestro,
estos efectos también pueden atribuirse a los bajos niveles de E2. Los receptores para
estrogenos, principalmente ERa y, en menor grado ERp, estan presentes en el epitelio vaginal
y cambian durante el ciclo estral, con maxima expresion durante el proestro (Winuthayanon et
al., 2010). A pesar de los bajos niveles de E2 encontrados en hembras estresadas, éstos
indujeron la proliferacion epitelial y cornificacion, observadas como etapas prolongadas de
proestro y estro. Sin embargo, la progresion alterada del ciclo estral indica que no se presenta
la ovulacién, por causa del estrés. El peso vaginal relativo en la etapa de diestro no mostro
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo estrés, esto puede ser debido a que
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de forma regular el epitelio vaginal pasa por un proceso de delaminacion donde se pierden las
capas de células del epitelio vaginal formadas durante el proestro (Bertolin y Murphy, 2014).

CONCLUSIONES

En esta tesis, los resultados obtenidos muestran que el estrés cronico altera los eventos
neuroendocrinos que regulan la funcion ovarica, disminuyendo la esteroidogénesis y la
ovogénesis, principalmente durante el proestro, que es una etapa clave en la reproduccién de
la rata hembra, ya que se presentan los eventos neuroendocrinos cruciales para la estimulacion
de la ovulacion y la fertilidad.

El estrés causa menores concentraciones de LH, lo que disminuye la estimulacion de la sintesis
de E> y P4 durante el proestro y el diestro del ciclo estral. Las bajas concentraciones de E>
estimulan la proliferacién del epitelio vaginal, pero no favorecen el incremento de LH, lo que
causa el alargamiento de la duracion de los ciclos estrales.

Las bajas concentraciones de LH durante el proestro, causadas por el estrés repercuten en
bajas tasas de maduracion de los ovocitos, deteniéndose en la etapa de VG y no progresar a la
MIl, lo que es un efecto que afecta la fertilidad de la hembra.

La baja viabilidad y maduracion de los ovocitos se debe también a la muerte de las CC, a causa
de la activacion del eje HHA y las elevadas concentraciones de corticosterona, la cual echa a
andar procesos que derivan en la muerte celular.

Por lo tanto, se considera que el estrés cronico es un factor importante que altera la
reproduccion y la fertilidad femenina.

Estos resultados son importantes porque muestran las consecuencias del estrés cronico en la
reproduccion de las hembras, lo que podria considerarse en otros ambitos como es la
produccion animal, ya que el estrés acarrea problemas en la reproduccién y por ende en la

produccion animal.

PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas que se derivan de este trabajo, en futuros estudios se podria evaluar el
estrés oxidante mediante la evaluacion de ERO y enzimas antioxidantes en el ovocito y en las

CC, en las diferentes etapas del ciclo estral, bajo condiciones de estrés cronico.
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Asimismo, se puede evaluar, en futuros estudios, apoptosis y necroptosis en ovocitos y en la

CC, mediante técnicas moleculares.
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