¥

FACULTAD DE UNIVERSIDAD

IENCIA DE LA REPUBLICA
E CIAS URUGUAY

Diferencias en el desarrollo folicular
y luteal durante el heat sexual en

ratas ciclantes y posparturientas

Trabajo final de grado de la Licenciatura en Ciencias
Biologicas, profundizacion en Fisiologia y Nutricion.

Lorena Bonjour
Tutora: Daniella Agrati

Co-tutora: Nibia Berois
ANO 2019



AGRADECIMIENTOS

A mis tutoras, Daniella y Nibia, por la dedicacion, las ensefianzas brindadas y los
momentos compartidos.

A Natalia Uriarte y Flavio Zolessi, por aceptar evaluar mi tesis.

A Diego Garcia Da Rosa, por la ayuda con las imagenes.

A mis padres, mis hermanos y Pipe, por el amor y ser mis guias de la vida.

Al “Mugrienteam”: Vane, Mai, Clara, Luli, Vale, Vivi y Dani, mis hermanas de la
vida, por siempre estar presentes.

A Santi, mi compafiero de vida, por su amor y apoyo incondicional.

A mis tios, Tamem y Pocho, que comenzaron este camino conmigo y hoy me
acomparfan desde otro lado.

A todos mis amigos, en especial a César Garcia, Matias Preza y Bruno Borges.

A mis suegros, Ceciy Tino, por todo el carifio.

A las Secciones de Fisiologia y Nutricidn, Biologia Celular y Genética Evolutiva.



INDICE

RESUMEN .....oooiuiiieieeceeee ettt e ettt e ettt es s es et seen e s tese e e, 3
INTRODUGCCION ....coooviiviieticieieee ettt ettt 5
HIPOTESIS Y OBJETIVOS ...ttt 12
MATERIALES Y METODOS.........cociioeieeeeeeeeeeeeeee s ees s en s eeen e 13
RESULTADOS........oouieieeeeeteeteee ettt ee ettt ee ettt ee et en et een et ean e, 19
DISCUSION ...ttt ettt sttt ettt ae et 28
BIBLIOGRAFIA ... 34

ANEXOS Iy lI



RESUMEN

La expresion del comportamiento sexual y de la ovulacion en la rata hembra no
solo ocurren en las fases de proestro tardio y estro de su ciclo estral, sino que
se observan luego del parto, durante el estro posparto. Si bien los factores
enddcrinos principales que regulan la ovulacion y la expresion del
comportamiento sexual parecen ser comunes en hembras ciclantes y
posparturientas, existen diferencias en la regulacion del momento de expresion
de maxima actividad sexual (heat sexual) y de la ovulacion, sugiriendo que el
desarrollo folicular y la ovulacion difieren entre ambos estados fisiologicos. Sobre
esta evidencia, hipotetizamos que el grado de desarrollo de los foliculos ovéaricos
durante el heat sexual difiere entre ratas ciclantes y posparturientas. Para probar
esta hipoétesis, en la presente pasantia, a través de un analisis histoldgico,
comparamos el desarrollo folicular y luteal, asi como la ovulacion, en ovarios de
ratas en proestro tardio (PRO, n=3) y en estro posparto (EPP, n=3) durante
el heat sexual. Para ello, se extrajeron y se pesaron los ovarios de las hembras
adultas PRO y las EPP, durante el heat sexual, 4 hs luego de apagada la luz y
12 hs posparto, respectivamente. Los ovarios fueron incluidos en parafina,
cortados en microtomo y tefiidos con hematoxilina y eosina, para posteriormente
analizar y cuantificar variables asociadas al desarrollo folicular, las
caracteristicas de los cuerpos luteos y la presencia o ausencia de ovocitos en
los oviductos. A partir de este analisis no encontramos diferencias en el nUmero
y tamafio de foliculos ovaricos pre-ovulatorios entre hembras PRO y EPP, y no
detectamos ovulacion en ninguna hembra. Sin embargo, los foliculos de mayor
tamafio de EPP presentaron menor grosor de la capa granulosa y un niamero
mayor de los mismos se encontraban en proceso de atresia avanzada en
comparacion a lo observado en PRO. Con respecto al desarrollo luteal, las
hembras EPP presentaron un menor nimero de cuerpos luteos, pero de mayor
tamafio y menor grado de regresion que las hembras PRO, con caracteristicas
esteroidogénicas propias de este periodo. Estos resultados sugieren que no hay
diferencias drasticas en el desarrollo folicular entre ambos estados fisiologicos.
Sin embargo, las diferencias en la capa granulosa y el mayor niamero de foliculos
atrésicos en las hembras EPP, indican que los cambios enddcrinos propios de la

gestaciony el parto influyen en el desarrollo folicular. Asimismo, estas diferencias
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invitan a continuar explorando el desarrollo folicular y los factores que lo regulan
en el EPP. A través del empleo de marcadores especificos y al analisis de
diferentes periodos dentro del periodo pre-ovulatorio, se podria avanzar en la
comprension del proceso de desarrollo folicular y ovulaciébn en un periodo
reproductivo particular como lo es el EPP.



INTRODUCCION

La rata es un mamifero poliéstrico no estacional, de ovulacion
espontanea. Su ciclo estral es de 4 0 5 dias y se divide en 4 fases: proestro,
estro, metaestro y diestro; siendo la fase de diestro de mayor duracion en las
hembras que presentan ciclos de 5 dias. Las hembras se encuentran
sexualmente activas durante la noche del proestro tardio-estro temprano y la
ovulacion ocurre entrada ya la fase de estro. Las fases del ciclo estral pueden
determinarse de forma poco invasiva a través de la observacion de los tipos
celulares obtenidos de exudados vaginales. El ciclo ovarico de estos mamiferos
se caracteriza por presentar una breve fase luteal (o pseudo-luteal) y por ser
fuertemente dependiente del fotoperiodo para su regulacién (Hoffmann, 1968,
1969; Knobil & Neill, 2006).

Control enddcrino del comportamiento sexual en la rata hembra

El comportamiento sexual de la rata hembra, comprende la expresiéon de
componentes de busqueda del macho, llamados comportamientos proceptivos,
y el despliegue de la respuesta de lordosis frente a la monta, comportamiento
que denota la receptividad sexual de la hembra. Este comportamiento ocurre
durante las fases del proestro tardio y estro temprano del ciclo estral y es
estrictamente dependiente del efecto activacional de estrégenos vy
progestagenos (Beach et al., 1942; Beach, 1976; Pfaus, et al., 1999). Si bien las
hembras expresan el comportamiento por un periodo aproximado de 12 o 13
horas (Connor & Davis, 1980a; Sodersten, 1985), la actividad y receptividad
sexual es maxima, y los rechazos son minimos, en el segundo tercio de la noche,
aproximadamente 3-4 hs luego de apagarse la luz (Kuehn & Beach, 1963; Hardy,
1972). Definiremos a este momento de maxima actividad sexual como el heat

sexual.

El aumento consecutivo en los niveles plasméaticos de estrogenos y
progestagenos durante la fase de proestro (figura 1) es consecuencia del

desarrollo de los foliculos ovaricos. En este sentido, la capa granulosa de los
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foliculos antrales en expansion secreta cantidades crecientes de estrégenos,
alcanzandose niveles plasmaticos maximos de estrogenos en la mafiana del
proestro. Por otra parte, en respuesta a la hormona luteinizante (LH) la capa
granulosa de los foliculos pre-ovulatorios es responsable de inducir el pico pre-
ovulatorio de progestagenos (Szottys, 1976; Knobil & Neill, 2006). La elevacion
en los niveles plasmaticos de estos esteroides sexuales es suficiente para inducir
comportamiento sexual en las hembras. Asi, la administracion de estradiol a
hembras ovacteriomizadas induce altos niveles de lordosis (Davidson et al.,
1968; Pfaff, 1970a), y la administracion combinada de estrégenos seguida por
progesterona aumenta significativamente el comportamiento sexual y reduce los
rechazos (Boling & Blandau, 1939; Tennent, et al., 1980; Stdersten & Eneroth,
1981; Sodersten, 1985). Cabe destacar que la administracion de estas hormonas
induce comportamiento sexual incluso en hembras que a su vez hubieran sido
hipofisectomizadas (Pfaff, 1970b).

Expresién del comportamiento sexual en diferentes estados fisiologicos:

proestro tardio vs. estro posparto

De forma interesante, el comportamiento sexual, ademas de observarse
en las fases de proestro tardio y estro temprano, también se desarrolla luego del
parto durante el estro posparto. Dicho periodo ocurre durante las primeras 24 hs
siguientes al parto (Connor & Davis, 1980a). Si ocurre una copula fértil en el estro
posparto, la hembra es capaz de gestar una camada mientras cuida a otra
simultdneamente (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980).

El comportamiento sexual de las hembras en estro posparto (EPP)
durante el heat sexual es similar al exhibido por hembras en proestro tardio
(PRO) (Connor & Davis, 1980a; Agrati, 2009). Como se observa en la figura 2,
la expresion de componentes proceptivos y receptivos del comportamiento
sexual durante la interaccion con un macho, no difiere entre hembras ciclantes
en proestro y posparturientas, sean estas Ultimas primiparas o multiparas (es
decir durante su primer o segundo parto, respectivamente). De igual forma,

ambos periodos de maxima actividad sexual son antecedidos por aumentos en
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los niveles de estrégenos y progestagenos (figura 1). Asi, los niveles de
estrogenos aumentan previo al parto y se mantienen elevados a las 3 hs
posparto, disminuyendo significativamente hacia las 6 hs. Los niveles de
progestagenos se incrementan significativamente desde las 3 hs posparto,
alcanzando niveles maximos cerca de las 12 hs (Connor & Davis, 1980b).
Diferentes trabajos muestran que el heat sexual durante el EPP ocurre a las 12
hs del inicio del mismo (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980; Carrillo-

Martinez et al., 2011).
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Figura 1. Niveles plasmaticos de estrégenos y progesterona de hembras ciclantes en las
4 fases del ciclo estral y de hembras posparturientas. La barra gris representa el periodo
aproximado de actividad sexual. Adaptada de Knobil & Neill, 2006 y de Connor & Davis,
1980b.

A pesar de estas similitudes, la regulacion a nivel neuroendécrino del heat
sexual luego del parto presenta algunas diferencias en comparacion al ciclo
ovarico. En este sentido, el heat sexual en hembras parturientas ocurre
aproximadamente de 12 (Connor & Davis, 1980a) a 15 hs luego de iniciado el
parto (Carrillo-Martinez et al., 2011) si las hembras paren temprano en la fase de

luz del ciclo luz:oscuridad. Sin embargo, si las hembras paren en la tarde-noche,



expresardn comportamiento sexual la noche siguiente (Blandau & Soderwall,
1941). Esto significa que el EPP, es regulado tanto por la hora del parto (Connor
& Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980; Carrillo-Martinez et al., 2011), como por el
fotoperiodo (Blandau & Soderwall, 1941).

En relacion a la ovulacion, las hembras ciclantes ovulan en la mafana del
estro, luego de culminado el periodo de receptividad sexual (Knobil & Neill,
2006), mientras que en las hembras posparturientas la ovulacion ocurriria previo
o durante el periodo de heat sexual. Existen reportes inconsistentes en relacion
a la hora de la ovulacion: mientras que Connors & Davis (1980b) observan
ovulacion entre las 3 y 18 hs luego del parto, otros estudios reportan este
fenémeno entre las 12 y 14 hs (Hashizume et al., 1973a) y entre 15y 18 hs luego
del parto (Ying et al., 1973; Takiguchi et al., 2004). Por otra parte, la ovulacién
durante el posparto en hembras que paren luego de apagada la luz se retrasa

hasta la mafiana del tercer dia posparto (Hashizume et al., 1973a).

Esta diferencia en la hora aproximada de la ovulacién entre hembras PRO
y EPP parece vincularse a variaciones en la liberaciéon de LH entre ambos
estados fisiologicos. Asi, Hoffmann & Schwartz (1965) mostraron que el pico de
LH, responsable de la ovulacién y del aumento de progesterona necesario para
la expresion del comportamiento sexual, puede comenzar antes y culminar mas
tarde en hembras posparturientas que en las ciclantes. En este sentido, la
liberacion de LH en el posparto esta estrechamente relacionada con el final del
parto (Hashizume et al., 1973b), y alcanza su pico entre 3 y 10 hs después del
mismo (Ying et al., 1973; Taya & Sasamoto, 1981). En las ratas ciclantes, en
cambio, la LH comienza a elevarse en la tarde del proestro, alcanzando
rapidamente su nivel mas alto entre 1 y 2 hs antes del inicio del periodo de
oscuridad (Smith et al., 1975).

En conjunto, estas diferencias en la regulacion de la ovulacion y de la
expresion del comportamiento sexual entre el PRO y el EPP sugieren diferencias

en el desarrollo folicular entre ambos periodos reproductivos.
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Figura 2. Los paneles superiores, A y B, representan la culminacion de una conducta
proceptiva y la postura de lordosis, respectivamente. Tomado de Snoeren et al., 2014.
En el panel C se muestra el nimero de comportamientos proceptivos en funcion del
namero total de montas del macho y en el D el cociente de lordosis (nUmero de lordosis
sobre numero total de montas) de hembras virgenes ciclantes en proestro (cicl proestro)
y lactantes en estro posparto primiparas (lac prim estro) y multiparas (lac mult estro).
Los datos se expresan como mediana (RSIQ). P=NS, andlisis de varianzas de una via
de Kruskall Wallis. Tomado de Agrati, 2009.

Desarrollo folicular y luteal durante el proestro y el posparto

Desarrollo folicular

Debido a la regulacién del desarrollo folicular a lo largo del ciclo ovarico,
existe predominancia de foliculos de diferentes grados de desarrollo, y por ende,
de tamafio a lo largo del ciclo estral. Asi, el estro se caracteriza por presentar
foliculos de tamafio entre 275 a 400 um, el metaestro entre 350 a 400 um, el
diestro entre 450 a 575 um y durante el proestro se identifican foliculos
preovulatorios de mas de 575 pm distribuidos en la superficie de la corteza
ovarica (Hirshfield & Rees Midgley, 1978; Gaytan et al., 1996; Yoshida et al.,
2009).



En relacion al desarrollo folicular el dia del parto, es importante sefialar
que desde el inicio de la gestacion hasta el dia 22 (dia anterior al parto), el
namero de foliculos se mantiene relativamente constante y principalmente se
observan foliculos de tamafios entre 300 a 500 um. A partir de los dias 19-20 de
gestacion se observa la presencia de foliculos, probablemente preovulatorios, de
mas de 500 um de diametro, detectdndose un mayor numero de foliculos de mas
de 600 um el dia 22 y el dia del parto (Greenwald, 1966; Richards & Kersey,
1979).

Los foliculos preovulatorios, también llamados foliculos de Graaf (>500
pum) (Knobil & Neill, 2006) se caracterizan por presentar una Unica cavidad antral
grande con liquido folicular, un cumulus-oophorus bien formado (Yoshida et al.,
2009), capa granulosa delgada con varias capas celulares, una teca interna
vascularizada y una teca externa diferenciada (Boling et al., 1941). El tamafio del
ovocito en estos foliculos se estima entre 85-90 um de didmetro (Deane, 1952).
Por accion de la LH, durante el periodo preovulatorio, estos foliculos crecen de
forma acelerada previo a la ovulacion (inflamacion preovulatoria) hasta la
ruptura, y cerca o inmediatamente después de la ovulacién, se pueden detectar

foliculos con ruptura de teca y granulosa (Boling et al., 1941).

Es importante destacar que no todos los foliculos presentes en el ovario
de la rata al nacimiento seran ovulados, ya que, independientemente de su
tamafo o etapa de desarrollo, la mayoria de los foliculos sufren atresia, proceso
degenerativo por el cual se eliminan (Knobil & Neill, 2006; Escobar et al., 2013).
De hecho en la rata, el 70% de los foliculos antrales son atrésicos (Hsueh et al.,
1994).

Los foliculos atrésicos al igual que los sanos, poseen una actividad
esteroidogénica importante durante las etapas avanzadas de su desarrollo, por
lo que el proceso atrésico puede servir, ademas de la eliminacion de los foliculos,
como funcién endocrina intra-ovéarica (Hsueh et al., 1994). A pesar de ser el
proceso mas comun en el ovario, desconocemos si la atresia de los foliculos

preovulatorios luego del parto difiere de la observada en el ciclo ovérico.
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Debido a que no existe informacion acerca del desarrollo folicular durante
el heat sexual luego del parto, y en funcién a los antecedentes previamente
descritos, que sugieren que la ovulacion ocurriria mas cerca del heat sexual en
las hembras en EPP que en las hembras en PRO, es posible suponer que el
desarrollo de los foliculos preovulatorios se encontrara mas avanzando en las
hembras en EPP que en las hembras en PRO durante este periodo de maxima

actividad sexual.

Cuerpos lateos

Las hembras en proestro tardio presentan cuerpos lateos en regresion
procedentes de ciclos ovéricos anteriores (Long, 1973; Westwood, 2008;
Yoshida et al., 2009; Sato et al., 2014; Gaytan et al., 2017). Cada generacién de
cuerpos luteos persiste morfolégicamente por 12 a 14 dias y se distinguen por
su tamafio (Boling, 1942). La regresion de los cuerpos luteos se identifica por la
presencia de areas de degeneracién, la oclusion de los vasos sanguineos y la

infiltracion de leucocitos (Bassett, 1943).

Los cuerpos luteos de hembras que no copularon secretan bajos niveles
de progesterona durante la fase de metaestro para luego degenerar. En cambio,
si las hembras copulan la glandula pituitaria secreta cantidades suficientes de
prolactina, que “rescata” a los cuerpos lateos hasta aproximadamente la mitad
de la gestacién. A partir de este momento, la placenta secreta hormonas
luteotroéficas (lactdgeno placentario), que mantienen los cuerpos liteos durante

la fase final de la prefiez (Knobil & Neill, 2006).

Durante el EPP se observan dos tipos de cuerpos luteos diferenciables,
ambos de mayor volumen que los del ciclo ovarico: unos de mayor tamafo
(provenientes de la prefiez), y otros de menor tamafio (provenientes de ciclos
anteriores) (Bruce et al., 1984; Kurusu et al., 2009). Ambos tipos de cuerpos
liteos presentan caracteristicas estereidogénicas (Bruce etal., 1984, Bruce
et al.,2001), como consecuencia de la exposicibn a elevados niveles de
prolactina y lactdgenos placentarios de la prefiez (Takiguchi et al., 2004; Knobil
& Neill, 2006). Sin embargo, es interesante sefialar que estos cuerpos luteos se

encuentran en regresion como consecuencia del pico preovulatorio de prolactina
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del EPP, que a diferencia de la prolactina gestacional, posee un papel luteolitico
(Gaytan et al., 1998; Takiguchi et al., 2004; Kurusu et al., 2009).

Si bien se han realizado estudios histologicos de la morfologia ovérica en
las fases de PRO y EPP, no hemos encontrado andlisis comparativos de las
caracteristicas ovaricas, desarrollo folicular y luteal y ovulacién, entre ambos
estados fisiolégicos durante el heat sexual. Por consiguiente, en la presente
pasantia comparamos el desarrollo folicular y luteal en ovarios de ratas en

proestro tardio y en estro posparto durante el heat sexual.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El grado de desarrollo de los foliculos ovaricos durante el heat sexual

difiere entre ratas ciclantes y posparturientas.

Objetivo general

Comparar el desarrollo folicular y luteal de ovarios de ratas durante el heat

sexual en dos estados fisioldgicos diferentes: proestro tardio y estro posparto.

Objetivos especificos

) Comparar el peso de los ovarios de hembras adultas en proestro tardio
y en estro posparto durante el heat sexual.

1)) Realizar la puesta a punto de las técnicas de analisis histologicos
(protocolos de inclusiéon en parafina y tincion con hematoxilina y

eosina) para las muestras.
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) Comparar, mediante analisis histolégicos, el desarrollo folicular, las
caracteristicas de los cuerpos Iuteos y la presencia o ausencia de
ovocitos en los oviductos de ovarios de hembras adultas en proestro

tardio y en estro posparto durante el heat sexual.

MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

Con el fin de probar la hipétesis planteada se analizaron los ovarios
provenientes de hembras (Rattus norvegicus, cepa Wistar) adultas de la misma
edad (aproximadamente 5 meses de vida), en proestro tardio (4 hs luego de
apagada la luz) y estro posparto (12 hs luego de iniciado el parto). Estos tiempos
fueron seleccionados para garantizar que ambos grupos hubieran alcanzado la
méaxima actividad sexual, heat sexual al momento de la extracciéon (Kuehn &
Beach, 1963; Hardy, 1972; Connor & Davis, 1980a).

Obtencién y preparacion de las muestras

Las hembras fueron sacrificadas por decapitacion, de acuerdo a los
tiempos predefinidos, y se extrajeron rapidamente los ovarios y cerebros, estos
altimos con el objetivo de estimar la densidad de receptores dopaminérgicos a
través de autorradiografia. Inmediatamente previo al sacrificio se verifico que las
hembras estuvieran sexualmente receptivas. El protocolo experimental utilizado
fue aprobado por el CEUA de la Facultad de Ciencias, 2012. Los ovarios fueron

fijados en formaldehido al 4% en buffer fosfato 1X para su posterior analisis.

Los ovarios fijados provenientes de 4 hembras de cada grupo (PRO y

EPP) fueron disecados, de manera de quitar el tejido adiposo que los rodeaba y
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pesados. Posteriormente éstos fueron incluidos en parafina. En forma resumida,
la inclusion comprendié una primera etapa de deshidratacion en alcoholes de
graduacion creciente (70, 95 y 100%), varios pasos de inmersion en un liquido
intermedio (cloroformo I, 11 'y 1ll) y el embebido en 3 parafinas liquidas a 60°C
(punto de fusion: 58°C), previo a la confeccion de los bloques finales. Se adjunta

protocolo de inclusion en parafina utilizado en anexo |I.

Corte, tincion y analisis

Corte y tincion

Con el fin de estimar el grado de desarrollo folicular y luteal, se cortaron
con micrétomo Reichert-Jung modelo 1130 Biocut los ovarios incluidos de 3
hembras PRO y de 3 hembras EPP, obteniendo 8 cortes de 7,0 um de espesor
cada 100 um. Esta distancia de avance fue seleccionada debido a que el objetivo
principal de este trabajo fue el andlisis de foliculos antrales en expansion y
teniendo en cuenta que el tamafio estimando del complejo 6vulo-cumulus es
superior a 100 um (Deane, 1952). Se seleccionaron los portaobjetos con los
cortes a ser analizados y se tifieron con hematoxilina de Mayer y eosina al 1%.

Se adjunta protocolo utilizado en anexo Il.

Andlisis

Debido a que en este trabajo nuestro interés se centrd en la comparacion
de los foliculos ovaricos en fases finales de su desarrollo (mayores a 575 pum), y
tomando en consideracion el tiempo empleado en el andlisis histolégico de los
ovarios, se decidi6 realizar el andlisis cada 300 um. Sin embargo, con el fin de
validar la decision y estimar la pérdida de informacion al analizar las estructuras
(nimero y tamafio de foliculos y cuerpos liteos) cada 300 um, se compar6 el
analisis histologico de 4 ovarios de distintas hembras, 2 de PRO y 2 de EPP,
cada 150 y 300 pm.

La presencia o ausencia de ovocitos y cumulus en los oviductos fue

analizada en los cortes tefiidos cada 150 um empleando microscopio foténico.
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Para casos donde no fuera clara la identificacion de dichas estructuras, se

tiferon y analizaron los cortes adyacentes.

La cuantificacién y medicion de los foliculos y cuerpos luteos se realizé a
partir de la reconstruccion de cada ovario. Brevemente, se fotografiaron los
cortes (uno de cada 8) con camara fotografica Nikon DS-5Mc-U2 digital cooled

en microscopio Nikon Eclipse 80i 241, con objetivo 4X.

Se realiz6 la reconstruccién anteroposterior de los mismos mediante el
ensamblaje de las fotos (Figura 3). Esto permitié el seguimiento de los foliculos
y de los cuerpos luteos en la secuencia de cortes. A cada estructura se le asigno
un numero correlativo segin su orden de aparicion y se cuantificaron y midieron
aquellos foliculos antrales mayores a 275 pum y cuerpos luteos mayores a 400

pum en cada uno de los ovarios, como se detalla a continuacion.

EPP 6 ovario izquierdo, porta 26 ovario 1y porta 30 ovario 1
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FIGURA 3. Ejemplo de reconstruccion anteroposterior de los ovarios en PowerPoint.

Para el procesamiento de las imagenes a 4X se utilizo el programa Image-
j de NHI (Schneider et al., 2012), con el que se midieron los tamafios de los
foliculos (eje longitudinal mayor), los grosores minimo y maximo de la capa
granulosa (tomandose como minimo la zona mas fina de la capa granulosa y

como maximo la zona mas gruesa de la capa donde no formara parte del
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cumulus-oophorus). Se cuantificé la cantidad de foliculos atrésicos clase Il, de
acuerdo al criterio que se especifica a continuacion. A su vez, se midieron los

tamafos de los cuerpos luteos en el eje longitudinal mayor.

Los tamafios de foliculos y cuerpos lateos obtenidos a través de este
analisis son estimativos, pudiéndose haber subestimado el tamafio maximo de
estas estructuras, ya que la medida se realizé cada 300 um. Esto se ejemplifica
en la figura 4. Cabe destacar que el error de estimacion de tamafo de los
foliculos pre-ovulatorios (de mayor tamafio) en 4 ovarios analizados a 150 y 300

um fue menor al 5% (ver Resultados: pagina 20, Tabla 1).

300 um 300 um

FIGURA 4. Representacion de los sitios donde se podria estar realizando la medicién
de tamafio de los foliculos.

Clasificacion de foliculos

Los foliculos antrales en expansion (mayores a 275 um) fueron
clasificados de acuerdo a Osman, (1985) y Gaytan etal.,, (1996), quienes
establecen 5 clases de foliculos antrales, de acuerdo a su tamafio como se

detalla en la figura 5. Debido al bajo nimero de foliculos presentes en las clases
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3 y 4, se decidi6 unir ambas categorias con el fin de poder explorar

caracteristicas cuantitativas asociadas a la distribucion de tamafos.

CLASE 1 CLASE 2
275~850 um | 351 - iy

CLASE 3-4 CLASE 5
401 — 574 um > 575 um

S

jetenemmssc a)
»

FIGURA 5. Clasificacion de foliculos (Clases: 5, 3-4, 2 y 1); *: las clases
3y 4 de 401 a 450 um y de 451 a 574 um respectivamente, fueron
unidas; la barra representa 275 pm.

Atresia folicular

Elegimos cuantificar para este trabajo aquellos foliculos con mayor grado
de atresia (foliculos atrésicos clase Il de acuerdo a Gaytan et al., 1996), dada la
baja complejidad de su identificacion. En este sentido, Gaytan et al., (1996),
sugieren que pueden identificarse dos grados de atresia, | y I, definiendo que en

la | los foliculos presentan alteraciones en la capa granulosa y en la Il, ademas
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de las alteraciones de tipo |, se observan alteraciones en los ovocitos. Asimismo,
dentro de cada categoria (I y Il) los autores subclasifican en a y b, siendo “a” la
gue presenta menor grado de atresia. De lo antedicho se desprende que la clase
| presenta menor grado de atresia que la Il, asi como “a” presenta menor grado
de atresia que “b”, quedando ordenadas de menor a mayor, segun grado de
atresia, del siguiente modo: Ia, Ib, lla y llb. Los foliculos atrésicos clase Il se
caracterizan por mostrar alteraciones de la capa granulosa, reanudacion de la

meiosis, fragmentacion del ovocito y presencia de macrofagos en el antro.

Cuerpos luteos

Se cuantificaron y midieron todas las estructuras con caracteristicas
celulares que presentaran capacidad esteroidogénica, mayores a 400 um, para
garantizar que se correspondieran al objeto de estudio. En este sentido, las
estructuras de menor tamafio no presentan siempre una teca que los defina
como estructuras individuales (Bruce et al., 1984). Debido a la gran disparidad
en tamafios, se cuantifico el nimero de cuerpos luteos mayores a 1000 pum por
ovario como indice de gran tamafio, asi como el mayor tamafio de cuerpo luteo
registrado en cada ovario.

A su vez, se registrd6 de forma cualitativa la presencia de células tipo
estereidogénicas y los signos de regresion luteal (Sato et al., 2014; Gaytan et al.,
2017).

Los resultados cuantitativos se expresaron en medias * error estandar, y
en el caso que fue posible, los estados fisiolégicos PRO y EPP fueron
comparados mediante el test t de Student para muestras independientes. Por
otra parte, las caracteristicas de los foliculos en las diferentes clases, dentro de
cada estado fisioldgico, fueron analizadas mediante ANOVA de medidas
repetidas, seguido del test post hoc de Tukey. Las caracteristicas cualitativas a

destacar se muestran en figuras a mayor aumento.
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RESULTADOS

Peso de los ovarios

El peso de los ovarios de EPP: 77,2 £ 3,0 mg, fue significativamente mayor
al de los ovarios de PRO: 65,8 £ 2,4 mg (te) = - 2,9; p= 0,03).

Técnicas de inclusion y tincion

Las etapas de inclusion y tincion fueron realizadas siguiendo los
protocolos de la Seccidn Biologia Celular de la Facultad de Ciencias. Respecto
al protocolo de inclusion, y con el objetivo de asegurar una buena impregnacion
en parafina de los 6rganos a analizar, ovarios de ratas, se pusieron a punto los
tiempos de inmersién de las muestras en las parafinas I, Il y Il del protocolo
base. Se observé que se requieren 45 minutos en cada una de las parafinas para
lograr una impregnacion adecuada. Con respecto al protocolo de tincién, se
utilizé hematoxilina de Mayer y eosina al 1% y también se realizaron ajustes en
los tiempos de coloracién para obtener una tincion de buena calidad. Se anexan

los protocolos utilizados (Anexo |y II).

Comparacién del analisis histolégico de los ovarios cada 150 um y 300
um de distancia

Como se observa en la tabla 1, la pérdida del numero de foliculos y
cuerpos lateos totales identificados al realizar el analisis cada 300 um en relacién
a 150 pm para ambos grupos, hembras PRO y hembras EPP, es de
aproximadamente un 30% y un 12%, respectivamente. La diferencia en la
estimacion del tamafio de los foliculos de mayor tamafo, clase 5y clase 3-4 y

de los cuerpos luteos entre el andlisis a 150 y 300 um no supero el 6%.
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TABLA 1. Diferencias en la estimacion del nimero y del tamafio de foliculos y cuerpos luteos,

expresadas en porcentaje, entre el analisis de los ovarios cada 150 y 300 um de distancia

FOLICULOS CUERPOS LUTEOS

NUmero NUmero NUmero Tamafio Tamafio
Ndimero Tamafio

Total clase 5 clase 3-4 clase 5 clase 3-4
PRO (n=2) | 29,6 +6,1 25,4+3,8 37,7+0,9 3,8+1,3 6,1+1,5 13,2+58 | 1,5+0,3
EPP (n=2) 315+1,7 12,5+8,8 25,0+£0,0 4,4+0,4 58+3,1 9,8+3,7 4626

TOTAL
(n=4) 30,5+3,2 19,0+5,8 31,3+3,.2 4,1+0,7 59+1,7 11,5+35 | 3,015
n=

Los datos se expresan como medias + error estandar. PRO: ovarios de hembras en proestro y
EPP: ovarios de hembras en estro posparto. Nimero de ovarios analizados expresado entre

paréntesis.

Andlisis histoldgico

No se identificaron ovocitos en los oviductos de las 3 hembras en PRO ni

de las 3 hembras en EPP.

Desarrollo folicular

La figura 6 ilustra los diferentes grados de desarrollo folicular (clases de
foliculos) observados tanto en los ovarios de PRO como de EPP.

El numero total de foliculos no presentd diferencias significativas entre
EPP (135,0 £ 25,1) y PRO (91,7 £ 7,1) (t@) = -1,36; p= 0,25). Como se muestra
en la tabla 2, tampoco encontramos diferencias en el nimero de foliculos dentro
de cada clase (clase 5: tu)= 0,06, p= 0,95; clase 3-4: ts)= 0,87, p= 0,43; clase 2:
t@)= 0,29, p=0,79; clase 1: t4=-0,96, p= 0,39).

Tanto los ovarios de PRO (F3,6)= 33,4; p< 0,01) como de EPP (F,6= 6,9;
p< 0,05) presentaron una mayor proporcion de foliculos clase 1 respecto al resto
de las clases (p < 0,05 para todas las comparaciones, Tukey post hoc test, Tabla
2).
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En referencia al tamafio medio de los foliculos en cada clase, no se
observan diferencias significativas entre las condiciones PRO y EPP (tabla 2,
clase 5: t@)=-0,72, p= 0,51; clase 3-4: tw= 1,05, p= 0,35; clase 2: t4)=-0,06, p=
0,96; clase 1: tw= 0,64, p= 0,55).

TABLA 2. Porcentaje de foliculos en cada clase y tamafio (um) de los mismos, en ovarios PRO
y EPP

CLASE 5 CLASE 3-4 CLASE 2 CLASE 1
% DE PRO 18,8+1,3 22,1+2,0 17,2+0,4 42,0+0,7*
FoLicuLos EPP 18,5+2,7 19,6+1,3 16,9+0,8 45,0 £ 2,4*

] PRO 6943+9,9  468,4+0,7 373,0%2,7  3082+t1,3
TAMARNO (pm)
EPP  709,9+14,6 4568+9,1  3732+1,8 305728

PRO: proestro (n=3) y EPP: estro posparto (n=3). Los datos se expresan como medias * error

estandar. Prueba t de Student, p=ns para todas las comparaciones. En % de foliculos *: p< 0,05

vs clases 5, 3-4 y 2, Tukey post hoc test, dentro de cada estado fisiologico.

D Pl SUEN ; [N e ~ oA

FIGURA 6. Ejemplos de foliculos ovaricos observados de las clases 3-4 (F

AN S T
3-4) y 5 (F5) en un
corte de ovario de hembra estro posparto a menor (panel A, la barra representa 275 pm) y

mayor aumento (paneles B y C, la barra representa 50 um). (OVI) oviducto, (CL) cuerpo liteo.
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Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el grosor de la
capa granulosa de los foliculos de mayor tamafio entre los ovarios de hembras
PRO y EPP. Como se muestra en la Figura 7, el grosor maximo de la granulosa
fue significativamente mayor en los foliculos de las clases 5, 3-4 y 2 de ovarios
PRO respecto a ovarios EPP (clase 5: t4)= 2,74, p= 0,05 ; clase 3-4: tu)= 4,43,
p= 0,01 ;clase 2: tu)= 2,81, p= 0,05). El grosor de la granulosa no difirié en los
foliculos de clase 1 (t4)= 0,48 , p= 0,66). Por otra parte, el grosor maximo de la
capa granulosa de los foliculos tanto de PRO (F3,6)= 22,6; p< 0,05) como de EPP
(Fe6= 58,6; p< 0,01) fue significativamente mayor en los foliculos clase 5
respecto al resto de las clases (p < 0,05 para todas las comparaciones, Tukey
post hoc test, Figura 7). A su vez, los foliculos de EPP clase 3-4 presentaron

granulosas mas finas que los foliculos clase 1 (p < 0,05).
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FIGURA 7. Grosor maximo (um) de la capa granulosa de los foliculos agrupados por
clase de ovarios de hembras en proestro (PRO, n=3) y en estro posparto (EPP, n=3). Los
datos se expresan como medias + error estandar. *; p < 0,05, prueba t de Student; #: p<

0,05 vs clase 3-4,2y 1,y a: p<0,05 vs clase 1 dentro de un estado, Tukey post hoc test.
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Del mismo modo, también se encontraron diferencias significativas en los
grosores minimos de las capas granulosas entre PRO y EPP para las clases 5y
3-4 (clase 5: tu= 4,55 , p= 0,01 ; clase 3-4: t4)= 4,81 , p= 0,01). Pero no
detectamos diferencias significativas para las clases 2 y 1 (clase 2: t4)= 1,57, p=
0,19 y clase 1: t4)= 0,03 , p= 0,98, Figura 8). A su vez, el grosor minimo de la
capa granulosa de los foliculos tanto de PRO (F@3.6= 26,79; p< 0,01) como de
EPP (Fi.6= 84,73; p< 0,01) fue mayor en los foliculos clase 5 respecto al resto
de las clases (p < 0,05 para todas las comparaciones, Tukey post hoc test, Figura
8). Los foliculos de EPP clase 3-4 presentaron granulosas mas finas que los

foliculos clase 1 (p < 0,05).
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FIGURA 8. Grosor minimo de la capa granulosa (um) de los foliculos agrupados por
clase de ovarios de hembras en proestro (PRO, n=3) y en estro posparto (EPP, n=3).
Los datos se expresan como medias * error estandar. *: p < 0,05, prueba t de Student;
#: p< 0,05 vs clase 3-4, 2y 1, y . p<0,05 vs clase 1 dentro de un estado, Tukey post

hoc test.
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Por otra parte, el porcentaje de foliculos atrésicos fue significativamente
mayor en EPP para las clases 5 y 3-4 (clase 5: t)=-3,22 , p= 0,03 y clase 3-4:
tw)=-3,92 , p=0,02) y tendi6é a ser mayor para las clase 2 y 1 (clase 2: t@=-2,18
, p=0,1; clase 1: t4=-2,39, p=0,08) en comparacion a los ovarios PRO (Figura
9). Sin embargo, el porcentaje de foliculos atrésicos tanto de PRO (F,6)= 2,1; p=

0,2) como de EPP (F@ae6)= 3,1; p=0,1) no difirié entre las clases.
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FIGURA 9. Porcentaje de foliculos atrésicos dentro de cada clase de ovarios de hembras
en proestro (PRO, n=3) y en estro posparto (EPP, n=3). Los datos se expresan como
medias * error estandar. *: p<0,05, prueba t de Student. p=NS entre clases dentro de un
estado, ANOVA de medidas repetidas.
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Como se muestra en la figura 10, las hembras en EPP presentaron un
numero mayor de foliculos preovulatorios con atresia tipo Il en comparacion con
PRO (clase 5: t@)=-2,69 , p= 0,055), sin embargo no difirieron en el nimero de
foliculos no atrésicos (t4)=-0,5, p= 0,64). Este resultado se acompafia de una
tendencia a presentar un incremento en el niumero total de foliculos clase 5 en

las hembras EPP en relacién a las PRO (clase 5: t#)=-2,38 , p= 0,08).
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FIGURA 10. Numero de foliculos con atresia Il y sin atresia Il dentro de la clase
5 de ovarios de hembras en proestro (PRO, n=3) y en estro posparto (EPP, n=3).

Los datos se expresan como medias + error estandar.

La figura 11 muestra foliculos con grado de atresia Il de hembras PRO y
EPP, con caracteristicas tipicas de este proceso, como fragmentacion de la capa
granulosa, vacuolizacion del antro, presencia de macréfagos o reinicio de la

meiosis.
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FIGURA 11. Foliculos atrésicos clase Il (de acuerdo a P. Osman, 1985). Foliculos atrésicos

de hembras PRO (A y B) y foliculos atrésicos de hembras EPP (C y D). Las flechas negras

sefialan macréfagos y las flechas blancas sefialan ovocitos. Barra representa 60 pm.

Desarrollo luteal

El desarrollo luteal difirié entre PRO y EPP. EIl primer estado mostré una
mayor cantidad de cuerpos luteos, pero de menor tamafio (tabla 3, nimero: t@)=
2,97 , p= 0,04 y tamafio: t@= -3,52 , p= 0,02). En este sentido, mientras que
aproximadamente el 50% de los cuerpos luteos de EPP superaron los 1000 um
de tamafio (49,5 £ 6,6), menos del 20% de los de PRO alcanzaron este tamafio
(16,6 £ 2,1) (tw = - 3,76; p=0,02).

Si bien no se cuantific6 el grado de atresia de los cuerpos lateos,
cualitativamente observamos un mayor grado de atresia en los cuerpos liteos
de las hembras PRO en relacién a las hembras EPP, como se ejemplifica en la

figura 12.
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TABLA 3. Caracteristicas de los cuerpos luteos de ovarios PRO y EPP

82,3+11,8 731,2+11,3 1169,3 £30,1

35,7+50* 1100,9 + 84,9 * 1787,7 + 46,3 **

PRO: proestro (n=3) y EPP: estro posparto (n=3). Los datos se expresan como medias * error
estandar. *: p<0,05 y **: p<0,01, Prueba t de Student.

1 X { - y
FIGURA 12. Cuerpos luteos de hembras PRO (paneles Ay B) y de hembras EPP (paneles Cy
D). La barra representa 300 um en Ay C y 40 um en B y D. Las flechas sefialan areas de

degeneracion, las areas sefialadas en fotos Ay C se muestran en By D.
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DISCUSION

A partir del analisis histoldgico de los ovarios de hembras sexualmente
activas en proestro (PRO) y estro posparto (EPP), no encontramos diferencias
en el numero y tamafio de foliculos ovaricos pre-ovulatorios ni detectamos
ovulacion. Sin embargo, los foliculos de mayor tamafio de EPP presentaron
menor grosor de la capa granulosa y un niumero mayor de los mismos eran
atrésicos en comparacion con lo observado en PRO. Con respecto al desarrollo
luteal, las hembras EPP presentaron un menor numero de cuerpos luteos, pero

de mayor tamafio y menor grado de regresion que las hembras PRO.

Ovulacién

La ausencia de 6vulos-cumulus en los oviductos, asi como de ruptura de
la capa granulosa y teca en los foliculos de mayor tamafio tanto en las hembras
EPP como las PRO indica que ninguna de las hembras analizadas ovulé. Este
resultado era esperable en las hembras PRO, ya que numerosos trabajos
muestran que las mismas no ovulan hasta la mafiana del estro (Knobil & Neill,
2006). Sin embargo, era esperable detectar ovulacion en hembras en EPP
debido a que se ha reportado que el pico de LH (determinante de la ovulacién)
ocurre antes en el EPP que en el PRO (Hoffmann & Schwartz, 1965) y que varios
trabajos observan ovulacion antes de las 12 hs posparto (Hashizume et al.,
1973b; Connor & Davis, 1980b). En este sentido, Connor & Davis, 1980b
reportaron que mas del 80% de las hembras habian ovulado a las 9 hs, mientras
gue Hashizume et al., 1973b, observaron que mas de 50% de las hembras ovuld
a las 12 hs. Si bien estos trabajos apuntan a una ovulacion mas temprana
durante el EPP, nuestro resultado concuerda con otros estudios que observan
que la ovulacion durante este periodo puede darse entre 15y 18 hs luego del
parto (Ying et al., 1973; Takiguchi et al., 2004). La gran variabilidad observada
en la hora de ovulacion durante el EPP (Hashizume et al., 1973b; Ying et al.,
1973; Connor & Davis, 1980b; Takiguchi et al., 2004 y esta tesina) podria estar

relacionada a que el control de la ovulacion durante este periodo reproductivo
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dependeria de mas factores que durante el ciclo ovarico. En este sentido, como
ya se menciono, la expresion de comportamiento sexual y la ovulacion luego del
parto, posee una relacion temporal con la hora de inicio de parto, pero también
con el fotoperiodo (Blandau & Soderwall, 1941). Por otra parte, otros factores
como la cepa de ratas, alimentacion u otras condiciones particulares del

laboratorio podrian influir este evento.

Desarrollo folicular

El hecho de que no hallaramos diferencias en el nimero de foliculos en
las diferentes clases o en sus tamafios entre hembras en EPP y en PRO,
indicaria que no existen cambios drasticos en el proceso de maduracion de los

foliculos entre ambos estados reproductivos.

En este sentido, el tamafio medio de los foliculos preovulatorios
observados en este trabajo (en el entorno de las 700 pm) es congruente con los
rangos de tamafios reportados por otros autores para la fase de proestro tardio
(Boling etal., 1941; Hirshfield & Rees Midgley, 1978; Osman, 1975, 1985;
Gaytéan et al., 1996; Yoshida et al., 2009) y para el estro posparto, aunque estos
estudios son previos al heat sexual (Greenwald, 1966; Taya & Sasamoto, 1981).
Este tamafio medio de foliculo preovulatorio clase 5 sugiere que la ovulacion
ocurriria, tanto en las hembras PRO como en las EPP, algunas horas luego del
heat sexual, ya que el tamafio del foliculo al momento de la ovulacion seria de
aproximadamente de 900 um (Parkes & Evans, 1931; Boling et al., 1941; Deane,
1952). Por lo tanto, este resultado junto con la ausencia de ovulacion sugiere
gue no existe un desfasaje significativo en el desarrollo folicular durante el heat

sexual entre hembras en ambos estados reproductivos.

Por otra parte, si bien el tamafio de los foliculos en desarrollo no vario
entre ambos estados fisiolégicos, detectamos un mayor nimero de foliculos
atrésicos y un grosor de la capa granulosa menor en EPP que en PRO.

Este incremento en el proceso de atresia avanzada de foliculos mayores

a 400 pm en las hembras EPP sugiere que factores relacionados con la
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gestacion y/o al parto promueven la atresia folicular. Este, pareceria ser un efecto
generalizado del estado fisiologico sobre los foliculos, ya que si bien fue mas
marcado en foliculos de las clases 3-4 y 5, la atresia tendié a diferir entre los
foliculos de las clases 1y 2 entre EPP y PRO. En este sentido, el control de la
atresia folicular es complejo e implica el balance de factores intra- y extra-
ovaricos que promueven o disminuyen la sobrevida. Por ejemplo, las
gonadotrofinas actian como factores de supervivencia de los foliculos ya que la
ausencia de las mismos induce atresia folicular (Hsueh et al., 1994). La gestacion
y el parto son eventos reproductivos con cambios hormonales drasticos que
controlan el desarrollo folicular (Woodruff et al., 1991). En este sentido, los
foliculos se encuentran expuestos a altas concentraciones de prolactina durante
la primera mitad de la gestacion, seguido por un aumento en los niveles de
lactogenos placentarios hasta la fase final de la prefiez (Knobil & Neill, 2006).
Besnard et al., (2001), encontraron que la prolactina aumenta el numero de
foliculos atrésicos en ovarios en proestro. Por lo que los altos niveles de
lactégeno placentario previo al parto, como de prolactina luego del mismo,
podrian promover la atresia en los foliculos de estas hembras. Por otro lado, los
foliculos también se encuentran expuestos a elevados niveles de progesterona
durante la gestacion, que decaen previos al parto (Richards & Kersey, 1979).
Existe evidencia que muestra que esta hormona previene la apoptosis en el
endometrio (Hsueh et al., 1994). Finalmente, se ha reportado que en el parto los
niveles de prostaglandinas y corticosterona aumentan (Knobil & Neill, 2006). La
corticosterona es un glucocorticoide que se ha asociado a apoptosis en otros
tejidos como el timo (Hsueh et al., 1994), y a su vez la PGF2a (prostaglandina
F2a) regula la activacion de varios miembros de la familia de las caspasas en los
cuerpos luteos de ratas (Peluffo et al., 2007). La amplia variacion en los niveles
de estas hormonas, asi como de otras, podrian mediar el incremento del
fenémeno de atresia folicular luego del parto. Dilucidar si la exposicién a estas
hormonas durante el ciclo ovarico, es decir fuera del estado fisioldgico particular
del EPP, impacta el desarrollo y la atresia folicular, contribuiria al esclarecimiento
de esta interrogante.

Si bien un aumento de la atresia en foliculos de clase preovulatorios
podria resultar en una menor ovulacion, ya que los foliculos atrésicos no son

ovulados (Hsueh etal.,, 1994), no creemos que este sea el caso. Como se

30



muestra en los resultados, consideramos que un potencial efecto de la atresia
de foliculos clase 5 sobre la ovulacion podria estar contrarrestado por la
tendencia al aumento del nimero de foliculos mayores a 575 pum en las hembras
EPP en relacion a las PRO. Apoyando esta idea, el numero de foliculos clase 5
“sanos”, en los cuales no se detectd atresia avanzada, no difiri6 entre ambos
estados reproductivos.

En relacion al menor grosor de la capa granulosa de los foliculos mayores
a 400 pm en las hembras EPP, no consideramos que este resultado se encuentre
relacionado a la mayor atresia folicular detectada en este grupo, ya que esta
diferencia se mantuvo al comparar los foliculos “sanos” entre ambos estados
fisiolégicos. El menor grosor de la capa granulosa de los foliculos preovulatorios
de EPP, podria estar relacionado a un mayor avance de los mismos en su grado
de maduracién. En este sentido, Gaytan y colaboradores (1996) observaron que
la proliferacion de las células de la capa granulosa disminuye en los foliculos
mayores a 450 um. Si bien no encontramos diferencias en el tamafio de los
foliculos preovulatorios entre ambos estados fisiolégicos, el pico de LH en las
hembras EPP se manifiesta antes y dura mas que en las hembras PRO
(Hoffmann & Schwartz, 1965), y dado que esta hormona detiene el crecimiento
de la capa granulosa (Rao et al., 1978), es posible suponer que variaciones en
la secrecion de esta gonadotrofina expliquen las diferencias encontradas en el
desarrollo folicular entre el EPP y el PRO. Seria interesante caracterizar el
desarrollo folicular en ambos estados fisiolégicos en otros puntos temporales
mas cercanos a la ovulacion, con el fin de detectar posibles diferencias en el

grado de maduracion.

Cuerpos luteos

Las diferencias en el desarrollo luteal entre las hembras de ambos grupos
eran de esperar en base a la sobrevida estructural y funcional que presentan los
cuerpos luteos durante la gestacion. Asi, al igual que Bruce etal., (1984),
encontramos que las hembras EPP presentan cuerpos luteos de gran tamafio
(con un tamafio maximo de 1787,7 um) con caracteristicas estereidogénicas.

Dicho autor sugiere que el aumento de volumen de éstos se debe al mayor
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desarrollo vascular y a que sus células presentan caracteristicas tipicas de tejido
esteroidogénico. Por otra parte, el tamafio maximo encontrado en este trabajo
de los cuerpos luteos de las hembras en PRO es similar a los encontrados en
otros trabajos. En este sentido, se han reportado diAmetros méaximos de 1057,4
pm (Boling, 1942) y 1146,9 um (Deane, 1952).

En el mayor tamafo de los cuerpos luteos del EPP en relacion a los de
PRO probablemente subyace la diferencia de peso de los ovarios que
encontramos en este trabajo. En este sentido, Greenwald (1966), reporté un
aumento del peso de los ovarios durante la gestacion, y lo relacion6 al
crecimiento de los cuerpos lateos. A su vez, Bruce et al., (2001), indican que los
cuerpos lateos de tres o0 mas ciclos, presentes en hembras ciclicas muestran una

reduccion en la masa del tejido.

Si bien no se cuantific6 el grado de lutedlisis, cualitativamente
observamos una mayor regresion en los cuerpos lateos de las hembras en PRO
en relacion a los de las hembras EPP. Esto era esperable ya que los cuerpos
luteos de las hembras PRO son provenientes de ciclos anteriores, todos estos
en regresion (Long, 1973; Westwood, 2008; Yoshida et al., 2009; Sato et al.,
2014; Gaytan et al., 2017). Ademas, los cuerpos luteos presentes durante la
gestacion no se someten a lutedlisis estructural rapida (Carrillo-Martinez et al.,
2011). Segun Bruce et al., (2001), la apoptosis es evidente en la gestacion,
aunque a tasas bajas. A pesar de las evidencias de apoptosis, el autor indica
que las caracteristicas histoldgicas y vasculares de los cuerpos luteos se ajustan

a la descripcién de tejido esteroidogénico durante toda la gestacion.

Es interesante destacar que, si bien no se observa una regresion
estructural evidente de los cuerpos luteos durante la gestacion, si ocurre una
regresion funcional entre los dias 19 de la gestacion y el dia del parto que
conduce a una disminucion precipitada de las concentraciones de progesterona
(Richards & Kersey, 1979). En esta linea, Takiguchi y colaboradores (2004)
detectaron la presencia de células apoptéticas en los cuerpos lateos a partir del
dia 21 de prefiez. Sin embargo, Bruce y colaboradores (2001) reportan que la
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degeneracion del cuerpo lateo disminuye el dia de parto, volviendo a aumentar
al dia siguiente. Debido a la evidencia contradictoria acerca de cdmo ocurre la
regresion estructural y funcional de los cuerpos luteos durante el periparto, seria
interesante cuantificar apoptosis, utilizando la técnica de TUNEL para identificar
muerte celular (Boone et al., 1997; Peluffo et al., 2007; Kurusu et al., 2009; Sato
et al., 2014) o realizar una inmunohistoquimica para detectar caspasa-3 (Boone
& Tsang, 1998; Peluffo et al., 2007) en los cuerpos luteos de las hembras EPP
durante el heat sexual.

En resumen, este trabajo, que consisti6 en el andlisis histologico
comparativo de los ovarios de ratas en proestro y estro posparto que expresan
maxima actividad sexual, indica que existen diferencias en el desarrollo folicular
durante estos dos estados fisioldgicos. Este resultado sumado a la escasa
informacion existente referente al desarrollo folicular durante el estro posparto,
dan cuenta de la necesidad de mas estudios en esta area que permitan conocer
los factores que regulan la maduracion folicular y la ovulacion durante este

periodo reproductivo particular.
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