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RESUMEN

El sindrome diabético (SD) provoca una disfuncién ovarica que se caracteriza por anovulaciones, una
baja produccion de esteroides y alteraciones en el ciclo menstrual. Dichas caracteristicas sugieren un
posible dafio en la foliculogénesis que permite mantener la capacidad reproductiva. Con el objetivo de
evaluar si la disfuncion ovarica diabética se asocia a fallas en la foliculogénesis y si estas alteran la
funcion del ovario, en el presente trabajo utilizamos un modelo de SD en ratas tratadas con
estreptozotocina (STZ). Las ratas tratadas se evaluaron y compararon a los 7, 14 y 21 dias post-
tratamiento con su respectivo grupo control. Se contaron las poblaciones foliculares y se describieron
los cambios histologicos en el ovario. Ademés, para evaluar la asociacion entre las fallas en la
foliculogénesis y la generacion de cambios en la funcion ovérica, se contd la cantidad de cuerpos luteos
recien formados, se determiné la concentracién de esteroides en suero y se evalud la actividad ciclica
ovarica. El tratamiento con STZ produjo un SD caracterizado por hiperglucemia, pérdida de peso
corporal, polidipsia y polifagia. En comparacion al grupo control, en las ratas diabéticas aumenté la
incidencia de atresia folicular y se interrumpi6 progresivamente la foliculogénesis, generando en
consecuencia la disminucion de la poblacion folicular. Ademaés, se presentd un incremento en la
frecuencia de los foliculos primordiales y la concomitante reduccion de los foliculos antrales,
particularmente los preovulatorios. En consecuencia a estas alteraciones, se observd una reduccion
gradual de la cantidad de cuerpos lGteos de reciente formacién, asi como la disminucidn de esteroides y
la pérdida de la actividad ciclica ovarica. En conclusion, el SD generé cambios en los patrones

normales de crecimiento folicular, provocando con ello alteraciones en la funcién de la génada.

Palabras clave: Sindrome diabético, disfuncién diabética ovérica, foliculogénesis, atresia folicular,

hormonas esteroides, ciclo estral.



1. INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad crénico-degenerativa que afecta a mas de 347 millones de
personas alrededor del mundo (1). Existen dos formas principales de diabetes: la tipo | y la tipo 11, sin
embargo, esta patologia también puede manifestarse durante el embarazo, en estados de toxicidad
quimica, por trastornos genéticos, endocrinopatias, trastornos del receptor de la insulina y/o por
asociacién con alguna enfermedad pancreatica exocrina (2). No obstante, sin considerar cual sea el
origen etioldgico de la diabetes, esta patologia mantiene sintomas clinicos y humorales comunes, los

cuales en conjunto integran al sindrome diabético (SD) (3).

El SD es un desorden metabdlico de etiologia multiple que se caracteriza por un incremento
crénico de la concentracion de glucosa en sangre. Esta condicion patoldgica se produce,
fundamentalmente, por la insuficiencia insulinica que se asocia a un déficit en la produccion, secrecion
ylo resistencia a la hormona insulina (4). Debido a que la insulina se encarga de incorporar la glucosa
al citoplasma celular en donde es consumida o almacenada, el uso ineficiente de la glucosa ocasiona
hiperglucemia, la cual se considera el elemento humoral que define a la diabetes. En consecuencia al
desarrollo del SD se produce un encadenamiento de hechos patoldgicos que se relacionan con un
trastorno metabdlico y que en conjunto se integra clinicamente por la triada sintomatica polidipsia,

poliuria y polifagia las cuales son seguidas, en su etapa final, por la pérdida de peso corporal (2, 3).

El SD induce fallas en la funcién de diversos 6rganos y sistemas (2), dentro de los cuales
destacan los dafios provocados al sistema reproductor. En este sentido, se conoce una serie de
afecciones sexuales y reproductivas que se presentan en hombres y mujeres que padecen diabetes (5-9).
Sin embargo, las mujeres resultan particularmente afectadas por ésta patologia, ya que presentan
deficiencias reproductivas en diferentes etapas de su vida; ya sea en el comienzo de la pubertad,
durante su vida fértil o en la llegada de la menopausia (10-12). Dichas alteraciones integran la
disfuncion reproductiva diabética que surge por el efecto combinado de la insuficiencia insulinica y la
hiperglucemia que provoca el dafio funcional a diferentes niveles del eje hipotalamo-hipofisis-ovario
(13-15).

Uno de los elementos del eje reproductor que resulta sensiblemente afectado por la condicion
diabética es la gonada femenina (13); el ovario, el cual es fundamental para mantener la fisiologia
reproductiva mediante los procesos ciclicos de crecimiento/regresion de sus foliculos y cuerpos lGteos
(16). Dichas estructuras intraovaricas desempefian un papel crucial dentro de la fisiologia reproductiva
al producir los gametos femeninos, secretar hormonas esteroides que regulan el ciclo menstrual,

ademas de iniciar y mantener las condiciones propicias para la gestacion (17). Es por ello que dada la



importancia del ovario dentro del proceso reproductivo, no resulta sorprendente que en consecuencia a
la diabetes existan alteraciones gonadales, las cuales se traducen en un estado de disfuncion ovarica

que compromete la capacidad reproductiva femenina (7, 13, 14, 18).

En las mujeres diabéticas la disfuncidn ovarica se caracteriza por diversas alteraciones, entre
las que destacan la reduccion en la produccion de hormonas esteroides, la presencia de anovulaciones,
los ciclos foliculares largos y las modificaciones en el ciclo menstrual (13, 14, 19-25). La integracion
de estos signos de dafio en la fisiologia del ovario sugieren que parte del déficit reproductivo diabético
se puede asociar a fallas en la foliculogénesis. Lo anterior debido a que la foliculogénesis es un proceso
ciclico que mantiene la funcion reproductiva a través del crecimiento de los foliculos, asegurando con
ello la ovulacién y la concomitante produccion de las hormonas esteroides que regulan el sistema
reproductivo a nivel neuroendocrino (13-15). Es por ello que la disrupcién en los patrones normales y
ciclicos de crecimiento folicular podrian afectar tanto la formacion de foliculos preovulatorios, asi
como la esteroidogénesis que en ellos se realiza, siendo estos cambios reflejados en la pérdida de la

ciclicidad ovérica y la consecuente modificacion de los ciclos menstruales.

No obstante, el conocimiento acerca del efecto que tiene la hiperglucemia sobre la
foliculogénesis es limitado, debido principalmente a que la mayoria de los resultados provienen de
estudios clinicos (13). En consecuencia, la blusqueda de mecanismos que permitan incrementar nuestra
comprension sobre el efecto negativo de la diabetes a nivel reproductivo es escasa. Para superar dichas
limitantes se han planteado diversos modelos experimentales de diabetes, principalmente con el uso de
murinos (26, 27). Sin embargo, el problema se ha abordado con una elevada heterogeneidad de
condiciones experimentales (28-36), las cuales han provocado una vision fragmentada de la disfuncion
ovarica, en la cual se evalian de forma aislada las unidades y procesos que permiten la continuidad de
la funcién ovérica. Lo anterior trae consigo una carencia de resultados concluyentes que asocien el
efecto de la diabetes sobre la foliculogénesis y las alteraciones secundarias en la funcion ovérica que

surgen en respuesta al cambio en el patrén de crecimiento folicular.

Tomando esto en cuenta, en el presente trabajo planteamos abordar el problema mediante un
modelo experimental de SD en ratas tratadas con estreptozotocina. A partir de dicho modelo evaluamos
de forma sistematica e integral los cambios en el patrén de crecimiento folicular y en la funcién ovarica
que depende del correcto desarrollo de la foliculogénesis. Ademas, determinamos las caracteristicas
histolégicas del ovario y sus foliculos en las condiciones diabéticas y control. También comparamos
las poblaciones foliculares durante las etapas finales de crecimiento y por Gltimo, evaluamos la
asociacién entre la alteracion de la foliculogénesis y los cambios funcionales del ovario: actividad

ciclica y produccién de estradiol y progesterona.



2. ANTECEDENTES

1. Caracteristicas e integracion clinica del sindrome diabético

La diabetes es considerada una epidemia mundial, se estima que en mundo hay mas de 347
millones de personas que padecen esta enfermedad (1). La Organizacion Mundial de la Salud registré
en 2012, 1.5 millones de muertes en el mundo a causa de la diabetes y estima que en 2030 las
defunciones por esta patologia aumentardn mas de un 50%, por lo cual serd la séptima causa de
mortalidad. La diabetes se clasifica con base en las alteraciones fisiologicas que la provocaron. Existen
dos tipos principales de diabetes: la tipo | y la tipo Il. La primera se caracteriza por una condicion
hiperglucémica ocasionada por carencia absoluta de insulina. Mientras que la diabetes tipo Il se
caracteriza por una condicién hiperglucemia causada por un defecto en la secrecion de insulina, por lo
comun acompafiado de resistencia a esta hormona. Sin embargo existen otras condiciones, menos
comunes, en que la diabetes puede manifestarse: durante el embarazo, en estados de toxicidad quimica,
por trastornos genéticos, endocrinopatias, trastornos del receptor de la insulina y/o por asociacion con
alguna enfermedad pancredtica exocrina (2). Sin considerar el origen etioldgico de la diabetes, esta
patologia se caracteriza por signos clinicos y humorales, los cuales son agrupados en una sola patologia

denomina SD.

El SD es una enfermedad metabolica que se asocia a distintos factores etiopatogénicos. Es
integrado por signos clinicos y humorales que surgen en consecuencia a los trastornos metabolicos en
la produccion y el mantenimiento homeostéatico de glacidos, lipidos y proteinas. La alteracién humoral
que caracteriza al SD es la hiperglucemia crénica, la cual es asociada a la deficiencia y/o resistencia
insulinica (4). Tal deficiencia en la produccion/uso de la insulina conlleva a la utilizacion insuficiente
de la glucosa como material energético por parte de las células y en consecuencia, a un estado de
hiperglucemia que sobrepasa el umbral del epitelio renal para su reabsorcién, lo que provoca la

glucosuria que es eliminacién de glucosa mediante la orina.

En consecuencia al exceso de glucosa eliminada, el organismo requiere un aumento del liquido
de disolucion, de forma que incrementa la cantidad de orina y se presenta el signo clinico denominado
poliuria. La polidipsia, es otro signo clinico, y se caracteriza por el aumento en el consumo de liquidos,
el cual es proporcional a la pérdida de agua asociada a la poliuria (3). Aunado a estos sintomas y en
consecuencia a la reduccién en la incorporacion de glucosa en los tejidos, se produce un desequilibrio
quimico y calérico que genera el consumo de las reservas de lipidos y proteinas, aumentando con ello
el apetito y generando el estado conocido como polifagia (3). En conjunto, los sintomas clinicos

poliuria, polidipsia y polifagia constituyen la triada sintomatica clasica que integra clinicamente al SD.



Ademas, en etapas avanzadas el SD se caracteriza por la pérdida considerable de peso, la cual
es el reflejo de la intensa gluconeogénesis que se produce a partir de proteinas tisulares y de la
movilizacion excesiva de grasas que se incrementa de forma proporcional a la pérdida de la capacidad

del organismo para utilizar de forma eficiente la glucosa.
2. Alteraciones reproductivas asociadas al sindrome diabético

El SD genera diversas alteraciones metabolicas que comprometen la funcién de diferentes
organos y sistemas, dentro de los que destaca el sistema reproductor. Los dafios en dicho sistema
afectan la capacidad sexual de hombres y mujeres (5, 7-9, 37). En este sentido, se ha documentado una
notable disminucion en el deseo sexual (libido), desdrdenes orgdsmicos y excitatorios, asi como
disfuncion eréctil en hombres diabéticos (5, 24). Mientras que la disfuncién sexual en la mujer
diabética se caracteriza por la pérdida de libido y del interés sexual, problemas en la fase excitatoria, la

carencia de lubricacion vaginal y anorgasmia (5, 8, 33, 37-39).

Las alteraciones provocadas por la condicion diabética no solo afectan la capacidad sexual de
hombres y mujeres, sino que también compromete su capacidad reproductiva, razén por la cual se han
realizado diversos estudios sobre la repercusion de la diabetes en la capacidad reproductiva. En los
hombres con dicha patologia se han documentado diversas alteraciones testiculares que conllevan a
modificaciones en la espermatogénesis, las cuales se asocian a la modificacion en la produccion y
secrecion hormonal (24, 40, 41). No obstante, el caso de las alteraciones reproductivas femeninas es
diferente al de los hombres, debido a que hasta la fecha se desconocen la mayoria de los mecanismos
que soportan las alteraciones en la capacidad reproductiva femenina. Sin embargo, en términos
generales se ha planteado una posible alteracion del eje reproductor femenino. Lo anterior debido al
descontrol metabo6lico que caracteriza a la diabetes y que repercute en la actividad de los elementos que

conforman al eje hipotdlamo-hipofisis-ovario (9, 13-15).

El eje hipdtalamo-hipdfisis-ovario mantiene la regulacion neuroendocrina, la cual comienza
con la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por parte del hipotdlamo e
influye directamente a nivel hipofisiario en la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH), las cuales permiten la funcion del ovario (15). Aunados a estos elementos,
el eje reproductor es regulado por co-gonadotropinas como la insulina, las cuales complementan el

mantenimiento neuroendocrino del organismo (13, 42).

La insulina es una hormona producida por las células B pancreaticas y cuenta con receptores

periféricos en el eje reproductor femenino. Particularmente, esta hormona estimula la actividad



secretora de GnRH en el hipotdlamo. Mientras que en el ovario la insulina incrementa la actividad de
las enzimas esteroidogénicas, promoviendo la produccion de hormonas esteroides (13, 42). A nivel
folicular se ha observado que la insulina participa en el desarrollo folicular mediante la inhibicion de la
hormona anti-Mulleriana (AMH por sus siglas en inglés) y la supresion de la apoptosis en los foliculos
(43, 44) (Figura 1). Sin embargo, dicha regulacion es afectada por la condicion diabética. Lo anterior
debido a la hiperglucemia y/o resistencia insulinica que caracterizan a la diabetes, y que en conjunto
alteran la regulacion neuroendocrina del eje hipotadlamo-hipéfisis-ovario (9, 13-15). Esta alteracion
conlleva a una disminucién en la capacidad reproductiva, provocada por la alteracion puntual de cada
uno de los elementos del eje (15). En el hipotdlamo se ha sugerido una estado de intoxicacion generada
por la hiperglucemia crénica- Dicha intoxicacion genera la disminucion de la producciéon de GnRH, la
cual afecta directamente en la actividad secretora de la hipéfisis mediante el decaimiento de LH y FSH

(13, 14) comprometiendo la actividad fisioldgica del ovario.

Figura 1. Regulacidon neuroendocrina del eje reproductor femenino. El hipotalamo secreta GnRH el
cual permite la sintesis/liberacion de LH y FSH en la hipéfisis. En conjunto estas Gltimas hormonas
regulan el crecimiento y regresién de las estructuras intraovéricas. Mediante dichos procesos los
foliculos y cuerpos luteos producen estradiol (E2) y progesterona (P), respectivamente. Dichas
hormonas en conjunto con las inhibinas regulan de forma positiva o negativa la actividad del eje
reproductor y la actividad ciclica ovarica. Aunados a dichos elementos, el eje reproductor femenino es
también regulado por co-gonadotropinas, tal es el caso de la insulina, la cual es producida en el
pancreas y mediante receptores periféricos en el hipotdlamo modifica la secrecion de GnRH, mientras
que en el ovario permite la produccién esteroidogénica. Figura modificada de Codner et al. (13).



3. Implicacidn de la foliculogénesis en la generacion de un estado de disfuncion ovarica

diabética

La gonada femenina mantiene la capacidad reproductiva mediante procesos periédicos de
crecimiento y regresién de sus foliculos y cuerpos luteos. Dichas estructuras son responsables de la
produccion de gametos, de iniciar y mantener la gestacion, asi como de la sintesis de hormonas
esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) que regulan el ciclo menstrual (17, 45, 46). Sin
embargo, a consecuencia del SD, el ovario presenta diversas alteraciones que conllevan a un estado de

disfuncién ovérica que limitan la capacidad reproductiva en la mujer (7, 13, 14, 18).

Particularmente, se ha observado que las mujeres diabéticas con pobre o nulo control
metabélico se caracterizan por un estado de hipogonadismo (13). Adicionalmente, la literatura sefiala la
ausencia de ovulaciones y el decline prematuro de la reserva folicular del ovario, ademas de fases
foliculares largas y la alteracion en el ciclo menstrual que se manifiestan en diferentes etapas en la vida
de las mujeres diabéticas (7, 9, 11). En la pubertad se ha observado un retraso en la menarquia, durante
la edad fértil irregularidad en los ciclos menstruales y amenorrea, mientras que en mujeres mayores se
ha documentado menopausia anticipada (12, 20, 25, 47, 48). Con respecto a la capacidad del ovario
para secretar hormonas, se han reportado alteraciones en la esteroidogénesis (20), por ejemplo en la
regulacion positiva en los efectos del estradiol. En consecuencia a las alteraciones antes mencionadas,

las mujeres diabéticas presentan embarazos inusuales y un decremento de la fertilidad (20).

En conjunto, dichas alteraciones sefialan un posible dafio en la foliculogénesis, esto debido a
que en condiciones fisioldgicas la foliculogénesis mantiene la capacidad reproductiva mediante el
desarrollo de foliculos que culminan en la ovulacién, asi como la sintesis de hormonas esteroides que
regulan al sistema reproductor a nivel neuroendocrino. En consecuencia, es posible pensar que la
disrupcién de los patrones ciclicos de desarrollo folicular conllevan a la pérdida o disminucién de
foliculos preovularorios que se refleja en anovulaciones, asi como a una reducida produccion
esteroidogénica que puede explicar parte de las anomalias en el ciclo menstrual o bien, la presencia de

hipogonadismo.

4. Uso de modelos experimentales de diabetes en la busqueda de sustratos fisiopatoldgicos
de la disfuncién ovarica diabética

A pesar de los efectos adversos que genera la diabetes en el ovario y que sugieren una
posible alteracion de la foliculogénesis, no existe evidencia clinica que demuestre dicha asociacion. Lo

anterior puede ser a causa de las dificultades y limitantes que presenta el estudio de los casos clinicos.



Por ello, se ha propuesto el uso de modelos experimentales con murinos en el afan por comprender
parte de los mecanismos que conllevan a la disfuncion ovérica de la mujer diabética (13, 26). En este
sentido, los modelos murinos resultan de especial utilidad pues son mas econémicos y de mayor
accesibilidad que los estudios clinicos. Aunadas a estas caracteristicas, los roedores presentan ciclos
reproductivos cortos y de facil observacion, es posible caracterizar los cambios reproductivos que
ocurren bajo la condicién diabética (49, 50). No obstante, los modelos de diabetes presentan una
elevada heterogeneidad de condiciones experimentales como son: el fa&rmaco, la dosis y la via de
administracion empleados, el tiempo de exposicidn, la severidad de la enfermedad, asi como la cepa,

edad y estado fisioldgico de los animales (26).

En el Cuadro 1 se resume la informacion de una seleccion de estudios que evaltan diferentes
caracteristicas de la disfuncion ovarica diabética y de las consecuencias de dicha alteracion. La
integracion de la informacion presentada en el Cuadro 1 resalta lo contrastante, no sélo de las
condiciones experimentales para abordar el problema de la disfuncién ovérica, sino de la manera en la
qgue se comparan e integran los resultados de investigaciones tan diferentes. En consecuencia, en la
actualidad tenemos una visién fragmentada de la disfuncién ovérica, lo cual implica un abordaje
experimental independiente entre las posibles alteraciones histol6gicas, morfoldgicas y funcionales que
pudieran estar afectando al mismo tiempo a las unidades funcionales del ovario, en nuestro caso: el
foliculo. Lo anterior ha traido como resultado la carencia de estudios concluyentes que asocien el
efecto de la diabetes sobre la foliculogénesis y las alteraciones secundarias en la funcion ovérica que

surgen en respuesta al cambio en el patrdn de crecimiento folicular.



Cuadro 1. Disfuncién reproductiva evaluada en modelos murinos de diabetes

Actividad
Momento de reproductiva
Fenotipod / induccion / tejido o
Modelo confirmacion tiempo de estructura Variables Respuesta
Estudio®  animal®  Tratamiento ¢ de diabetes exposicion evaluada estudiadas obtenida
Actividad ciclica /
capacidad reproductiva
Sinden - Ratas - 1 dosis de - Diabetes - Antes del - Cicloestral, - Actividad ciclica, - Aparicion retardada
(1949) Wistar de 50 mgkg severa/ND © apareamiento/ fertilidad, tasa de prefiez, del estro, deterioro del
12-16 i.v. aloxano 22-24 dias caracteristicas  nUmero de crias rendimiento reproductivo,
semanas dela y peso de las crias reduccion del nimero
descendencia decrias
Castellano - Ratas - 2dosis - Diabetes - ND /28 dias - Cicloestral, - Niveles de LH, - Anestro persistente,
(2009) Wistar consecutivas severa/ glucemia ovario actividad del decrementode LH
adultas de 50 mg/kg > 450 mg/l cicloestral, peso basal, reduccion de peso
deSTZ del ovario del ovario
Blades - Ratas - 1dosis de - Diabetes - Diferentes - Cicloestral, - Actividad ciclica, - Pérdida de la actividad
(1985) Wistar 40u 80 severa/glucosuria  fases del ciclo ovario niveles de LH, ciclica, inhibicion de la
Porton mgkg > 14mMA estral/ 14-56 dias ovulacion ovulacién, decremento
adultas i.p.STZ en larespuesta de LH
Spadotto - Ratas - 1dosis de - Diabetes - 8dias antes - Rendimiento - Fisiologia - Retraso del inicio
(2002) Wistar 40 mglkg moderada/ del apareamiento  reproductivo reproductiva de lapubertad y de la
de 13 iv.STZ glucemia /21 dias dela dela aparicion del primer
semanas > 200 mg/ descendencia descendencia estro, menor peso del
ovario
Funcién ovérica
Garris - Ratas - 1dosis de - Diabetes - ldiade - Ovario, CL, - Peso del Utero - Flujo de sangre
(1988) adultas 40 mgkg severa/ND pseudoprefiez utero y flujo sanguineo, limitado, baja
Sprague- i.v. Aloxano | 4-9dias tejido decidual, produccién de
Dawley concentracion progesterona, atrofia
de progesterona uteriay pobre
decidualization
endometrial
Chabrolle - Ratas - 1dosis de - Diabetes -ND /7 dias - Ovario, - Concentracion - Bajos niveles de
(2008) Wistar 55 mgkg severa/ glucemia cultivo de de progesterona progesteronay
de8 i.p.STZ >3g/ células dela y estradiol estradiol,
semanas granulosa expresion de esteroidogénesis
enzimas reducida
esteroidogénicas
Vomachka - Ratas - 1dosis de - Diabetes - 3 4 dias antes - Ovario, CL, - Secrecion de LH, - Baja produccion de
(1982) Holtzman 60 mgkg severa/ glucemia del tratamiento Utero concentracion de esteroides, sin efecto
de4 iv.STZ dos veces coneCG para estradiol y en el peso de la génada
semanas superior al inducir crecimiento progesterona, peso y menor tasa de
control gonadal/ 3-4 dias del ovairo, nimero ovulacion
de ovocitos ovulados
Continda
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Continuacién Cuadro 1. Disfuncién reproductiva evaluada en modelos murinos de diabetes

Actividad
Momento de reproductiva
Fenotipod / induccion / tejido o
Modelo confirmacion tiempo de estructura Variables Respuesta
Estudio 2 animal ®  Tratamiento ¢ de diabetes exposicion evaluada estudiadas obtenida
Foliculos/ovocito
Diamond - Ratones - 1dosis de - Diabetes - 4 dias antes del - Foliculos - Vesicula - Menor nimero de
(1989) BeCaF, 330 mgkg moderada/ tratamiento con y ovocitos germinal folicular, complejos ovocito
de 8-10 i.p.STZ glucemia eCG parainducir maudracion del cumulus, incremento
semanas 01dosis > 180 mg/l superovulacion ovocito, enlarupturadela
de 300 mgkg /5dias desarrollo de vesicula germinal
i.p. Alloxano cigotos folicular, retrasoenla
maduracion del
ovocito
Colton - Ratones - 1dosis de - Diabetes - 3dias antes del - Ovocitos - Maduracion - Maduracién alterada
(2002) C57BL/6J 200 mgkg severa/ tratamiento con del ovocito, de ovocitos, ovocito
X i.p.STZ glucemia eCG parainducir tasa ovulatoria detenido en fase meidtica,
SIWIF1 > 300 mg/l superovulacion decremento en latasa
de 3 semanas /5-7 dias de ovulacion
Cheng - Ratones - 1dosis de - Diabetes - 4-9 dias antes del - Ovocitos - Nimerode - Disminucion de la
(2011) C57BL/6 180-220 severa/ tratamiento con ovocitos ovulacion, aumento
de 6-8 mg/kgi.p. glucemia eCG parainducir obtenidos, de defectos del huso
semanas STZ >16.7mM superovulacion activacion del meidticoy de la
/7-12 dias ovacito, desaliniacion
propagacion cromosdmica, incremento
cromosdmica de la activacion
partenogenética de
ovocitos
Chang - Ratones - 1dosis de - Diabetes - 4 dias antes del - Foliculos - Frecuenciade -Reduccion de tamafio
(2005) C57BL/ 190 mgkg moderada/ tratamiento con y ovocitos foliculos antrales, y del nimero de
6JXSL/J STZ glucemia eCG parainducir apoptosis en foliculos antrales,
Flde3 > 240 mg/di superovulacion células de la incremento de
semanas / 4 dias granulosa, tamafioy  apoptosis en células
maduracion del delagranulosa,
ovocito reduccion en el tamafio
de ovocitos y
retrasos en maduracion
Kim - Ratas -NAf - Diabetes -NA - Foliculos - Vesicula - En funcién del tiempo,
(2007) BBdp severa/ /14 a 42 dias y ovocitos germinal folicular aumentode la ruptura
adultas glucemia intacta, estatus enlavesiculo germinal
> 300 mg/l nuclear del ruptura de la vesicula de
ovocito foliculos grandes, menor

progresion meidtica
durante la foliculogénesis

2 La lista de referencias incluye estudios representativos de modelos experimentales de diabetes cuyo objetivo es inducir una
disfuncion reproductiva, por lo tanto no intenta aportar una lista completa de la literatura disponible
b Cepa y edad de los roedores
¢ Dosis, repeticiones y via de administracion
d De acuerdo con Jawerbaum (2010): diabetes moderada <250 mg/dl y diabetes severa >250 mg/dl

€ ND = no definido
fNA = no aplica

STZ = estreptozotocina
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3. JUSTIFICACION

La evidencia clinica sugiere que parte de los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a la
disfuncion ovarica diabética se asocian a una alteracion en la foliculogénesis. Sin embargo, hasta el
momento no existe evidencia que muestre dicha asociacion, esto debido a la limitante que presentan los
estudios clinicos y a la heterogeneidad de los modelos experimentales. Debido a la necesidad de
conocer mas sobre los mecanismos que subyacen a la disfuncion diabética ovarica, en la presente
investigacion propusimos la evaluacion de las posibles alteraciones que ocurren en el proceso de

foliculogénesis en el ovario de la rata con SD inducido con STZ.
4. HIPOTESIS

Las ratas con SD inducido con STZ presentaran una alteracion en el proceso de
foliculogénesis, el cual se asociard con fallas en la funcion del ovario. Especificamente serian de
esperarse cambios en la actividad ciclica del ovario y una reduccién en la produccion de hormonas

esteroides.
5. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consistio en demostrar que las ratas con SD inducido
con STZ presentan una alteracién en la foliculogénesis, la cual se asocia a cambios funcionales del

ovario. Para cumplir con este objetivo planteamos los siguientes objetivos especificos:

* Inducir un modelo de sindrome diabético mediante la administracion de estreptozotocina en
ratas de la cepa Wistar.

» Documentar y comparar las caracteristicas histolégicas del ovario mediante microscopia de
campo claro en cortes de ovario tefiido con H&E tanto en condiciones fisiol6gicas como en
ratas con SD.

e Determinar mediante un analisis morfométrico y descriptivo de los foliculos si la condicion
diabética induce una alteracion del proceso normal de crecimiento y desarrollo folicular.

» Evaluar si la existencia de posibles alteraciones en la foliculogénesis inducen un estado de
disfuncién ovarica que se refleje en alteraciones reproductivas. Para ello se pretende seguir el
ciclo estral y medir la concentracion de hormonas esteroides en suero de animales sanos y

diabéticos.
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6. MATERIAL Y METODOS

1. Disefio experimental y animales

Utilizamos 75 ratas hembra de la cepa Wistar de 6-8 semanas de edad (200-250 gr de peso
corporal) provenientes del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Las hembras se mantuvieron en pares y se colocaron en la
colonia de ratas a 21°C con ciclos de 12 horas luz/oscuridad (encendido de luz 7:00 am). Los animales
tuvieron un periodo de aclimatacion de 4 dias con acceso libre de agua y alimento (LabDiet, USA).
Todos los procedimientos experimentales se realizaron bajo las condiciones establecidas por la NOM-
062-Z00-1999 para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio y con la aprobacién del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (CICUAE)

correspondiente.

Realizamos tres experimentos independientes con 25 animales cada uno, en los cuales
dividimos a los animales 10 del grupo Control y 15 del grupo SD. Dichos experimentos se realizaron
de forma posterior al periodo de aclimatacion conforme al disefio experimental (Figura 2). Con
respecto a la administracion del tratamiento, las hembras del grupo SD recibieron una dosis Unica de
75 mg/kg (p/v) i.p. de estreptozotocina (U-9889, Santa Cruz Biotechnology, USA) disuelto en 1 ul/gr
(p/v) de buffer de Citrato de Sodio 50 mM, pH 4.5. El grupo Control Unicamente recibi6 el vehiculo
bajo las mismas condiciones que el grupo SD.

Administracion

Muestras Muestras Muestras
biolégicas  biolégicas  bioldgicas

B B B | Control de ingesta

o @) O o Citologia vaginal

B ] O Medicion de glucosa
- 5 (ayuno 12 h)

B Medicion de peso

T T T T T T T 1 corporal

-12 -6 0 7 14 21
Dias pre y post-tratamiento

Figura 2. Disefio experimental. Induccion del modelo de SD con estreptozotocina en el dia 0. Medicion
de glucosa y peso corporal y obtencién de muestras biol6gicas en los dias 0, 7, 14 y 21 post-
tratamiento. Monitoreo de la actividad ciclica ovarica mediante citologias vaginales y control de
ingesta 12 y 7 dias previos, respectivamente, a la induccién del modelo y durante el tiempo que
persistié el mismo. Los dias previos a la induccion del tratamiento se consideraron de forma posterior
al periodo de aclimatacion. Una glucemia de 80-100 mg/dL se consideré como fisiol6gica, mientras
que una hiperglucemia >250 mg/dL se consider6é como criterio de confirmacién de la condicién
diabética.
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Durante los dias 7, 14 y 21 post-tratamiento, las ratas de cada grupo se eutanasiaron
mediante una sobredosis de pentobarbital-sédico 6.3% conforme a lo establecido en la NOM-062-
Z00-1999. Inmediatamente después de la muerte se obtuvo 1 ml sangre mediante puncion cardiaca.
Las muestras se conservaron a 4°C para su posterior tratamiento. Por otra parte, los ovario de casa

animal se disectaron, limpiaron y post-fijaron durante 24 horas.

2. Evaluacion histoldgica del ovario y cuantifiacion de la poblacion folicular

Para evaluar la histologia del ovario, agrupamos animales del grupo Control y SD con base
en la fase del ciclo estral que presentaron al momento de la eutanasia. Procesamos histolégicamente un
ovario a fin de evaluar los posibles cambios histopatolégicos provocados por el SD. El ovario restante
se conservo como referencia en solucion de PBS adicionado con 30% de sacarosa. Obtuvimos cortes
seriales de 3 um, recuperando un corte por cada cinco seriales, posteriormente los colocamos en
laminillas cargadas y los tefiimos con la tincién Hematoxilina/Eosina (H/E). Posteriormente se tomaron

microfotografias de los cortes a 20x en un microscopio de campo claro (Olympus BX51WI, USA).

Para determinar si el SD puede resultar en alteraciones en la foliculogénesis, evaluamos la
distribucidn de los foliculos contenidos en los ovarios. Buscamos diferencias entre los grupos durante
las etapas finales del desarrollo folicular (diestro-proestro). Utilizamos el software ImageJ (NIH, USA)
para realizar el analisis morfométrico de cada ovario. Contamos y medimos el didmetro de los foliculos
entre 25-650 um. Posteriormente, clasificamos a los foliculos de acuerdo a su didmetro en: foliculo
preantral, (FP, 25-150 um); foliculo antral temprano, (FaT, 150-400 pum); y foliculo preovulatorio
(FPo, >400 um). Adicionalmente, clasificamos a los foliculos en sanos o atrésicos de acuerdo a las
caracteristicas sefialadas en el Cuadro 2. Por ultimo contamos y clasificamos a los CL con base en la

descripcion del Cuadro 3, a fin de tener un reflejo de la actividad folicular.

3. Evaluacion de la actividad ciclica del ovario

Para evaluar la actividad ciclica del ovario, se sigui6 el ciclo estral en ambos grupos 12 dias
previos a la induccion del modelo y durante el curso temporal del tratamiento. Todos los dias entre las
14 -15 horas realizamos una citologia vaginal a cada una de las hembras. Las muestras obtenidas se
tifieron con Giemsa y posteriormente se observaron en un microscopio éptico a fin de identificar la fase
del ciclo estral. Para el reconocimiento de las fases del ciclo estral utilizamos el criterio de clasificacion
de Marcondes (51).
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4. Determinacion de la concentracion de hormonas esteroides en suero

A fin de observar los posibles cambios en la concentracion de hormonas esteroides,
determinamos la concentracién de progesterona y estradiol en suero. Para ello centrifugamos cada una
de las muestras de sangre a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C, recuperamos el suero y lo
centrifugamos nuevamente a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Finalmente realizamos la
determinacion cuantitativa de las hormonas esteroides sexuales mediante radioinmunoensayo (RIA).
En ambos casos se utilizd el RIA comercial en fase solida, (COAT-A-COUNT, SIEMENS, Los
Angeles, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo para el
estradiol de 0.1 pg/ml y progesterona de 0.1 ng/ml. En todos los sistemas, el coeficiente de variacion

intraensayo fue menor del 10%.
5. Analisis estadistico

Para el anélisis de los resultados experimentales utilizamos estadistica paramétrica de
acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas de homogeneidad de varianza (test de Levene) y de
distribucién normal (prueba Shaphiro-Wilk) incluidos en el programa estadistico Prism 6.0 (GraphPad,
Software Inc., USA).

Utilizamos ANOVA de dos vias, seguida de la prueba de comparacién mdltiple de
Bonferroni para comparar los cambios semanales en el consumo de agua y alimento, asi como en la
concentracién de glucosa en sangre y el peso corporal. Adicionalmente, utilizamos ANOVA de dos
vias seguida de la prueba de comparacion multiple de Tukey para contrastar los valores promedio del
namero de foliculos sanos, asi como la incidencia de atresia en cada grupo a lo largo del experimento.
La comparacion de la distribucion del tamafio de los foliculos se realizé por medio de la suma de dos
curvas tipo Lorentzianas o de una curva tipo Gaussiana para el grupo SD y Control, respectivamente.
Dichas curvas se ajustaron sobre los histogramas construidos para las distribuciones de frecuencia
relativa del diametro folicular. Adicionalmente, comparamos las concentraciones de hormonas
esteroides entre cada grupo y a lo largo del periodo de evaluacién mediante ANOVA de dos via
seguida de la prueba de comparacién multiple de Tukey. Por altimo, utilizamos el anélisis de X* para
determinar la diferencia en las proporciones de los diferentes estadios de desarrollo del CL entre los
grupos experimentales. Los valores se presentan como el promedio + EE y en todos los casos se

considerd un valor de p < 0.05 como significativo.
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Cuadro 2. Caracteristicas de las estructuras foliculares de acuerdo al estado de salud
de los foliculos.

Estructuras del foliculo”

Estado : ) )
Ovocito Pared folicular Antro folicular
Sano - Zona pelticida - Células delagranulosa - Sin detritos
bien definida con formaredonday celulares
formando una capa
- Sinsignos de gruesa
degeneracion
- Tecainternay
- Nicleo visible externa bien definidas
- Ausencia de nucleos
picnéticos
Atrésico - Zona pellicida - Células de lateca
fragmentada hipertrofiadas
- Procesos de - Pérdida, - Incremento de
degeneracion: adelgazamiento detritos celulares
apariencia 0 deformacion de
distorsi(_)nada las células de la
0 encogida granulosa y/o del
cumulus oophorus
- Pérdida de la - Incremento de - Inﬁltr,acic')n de
membrananuclear nicleos picndticos macrdfagos

* Criterio modificado de Hirshfield (52).

Cuadro 3. Caracteristicas histolégicas de los cuerpos luteos durante las fases del
ciclo estral.

Fase del ciclo estral

Caracteristica®

Estro Metaestro Diestro Proestro
Tamafio - Cuerpos - Pequefio - Grande - Reduccion
I(teos (<1000 um) (>1000 pum) entamario
degenerados debidoala
y estructuras degeneracion
recién formadas delaestructura
Vacuolacion -NPP -NP - Finamente - Vacutlas
vacuolado citoplasmaticas
Tejido fibroso -NP -NP - Formacion - Proliferacion
inicial enlacavidad
central
Cavidad central - Llenade - Llenade - NP -NP
fiuido © fiuido ©
Células basofilas - Abundanate© - Pocas © -NP -NP

 Modificado de la guia histoldgica propuesta por Wetswood (49).
® NP = No presenta.
¢ Referente al cuerpo lteo formado después de la ovulacion durante el proestro.



6. RESULTADOS

1. El tratamiento con estreptozotocina induce sindrome diabético

La administracién de estreptozotocina (STZ) indujo un modelo de SD con una eficiencia del
80-93%. En los animales del grupo SD los valores de glucemia se incrementaron entre 4.2-5.6 veces
con respecto al grupo Control en los periodos evaluados (Cuadro 4). A diferencia de sus pares del
grupo Control, los animales tratados con STZ mostraron un aumento progresivo y variable de la
concentracién de glucosa en sangre (Fig. 3A). En consecuencia, las ratas tratadas con STZ
desarrollaron una diabetes severa, la cual se caracterizd por hiperglucemia (> 200 mg/dl) a partir de los
7 dias post-tratamiento y hasta el final del experimento (Fig. 3A). Adicionalmente, el SD se caracterizé
por la pérdida progresiva del peso corporal de las ratas tratadas, el cual se redujo 9.1, 10y 14.7% a los
7, 14 y 21 dias post-tratamiento, respectivamente. Lo anterior en comparacién al peso inicial que se
tomd6 como el 100%. Por el contrario, las ratas del grupo Control presentaron un ligero aumento de
peso con respecto a la evaluacién inicial (Fig. 3B). Finalmente, los animales del grupo SD presentaron
de forma consistente polidipsia y polifagia a los 7 y 14 dias post-tratamiento, respectivamente (Fig. 3C
y D). El incremento en el consumo de agua fue entre 2.7-3.5 veces mayor en las ratas diabética que en
las control. Mientras que en comparacion al grupo control, la ingesta de alimento aument6 29 y 24% a

los 14 y 21 dias post-tratamiento, respectivamente.

Cuadro 4. Promedio (x EE) de la concentracién de glucosa en sangre de ratas
Control y ratas tratadas con estreptozotocina para inducir sindrome diabético (SD)
evaluadas a diferentes tiempos después del tratamiento.

Dias post-tratamiento

Grupo
7 (n) 14 (n) 21 (n)
Control 79.1+6.5 (10 72.2+2.6 (108  74.8+1.8 (108
SD 385+21.9 (12)° 319.4+31.1 (13)* 423.3+14.6 14)°
p
(Control vs. SD) 0.001 0.001 0.001
Efectividad

del tratamionto  80% (12/15)  86.6% (13/15) 93.3 (14/15)

% En cada grupo, literales distintas entre los tiempos indican diferencias
significativas al nivel de p < 0.05.

17



A B

%, 600 120 -O- Control
. < SD
E 5001 9 &
q_) N—r
S 4007 < 1107
& 300. 5
qc) 7T [ 1 PR 1.4 8 100 e rrenerrennneneeeene
3 100] 3 2 W ?
g 100] Loy i o
=] 0- 7d 14d 21d 90
0] GC) *
T T <
Control SD 801 : *

T T
0 7 14 21
Dias post-tratamiento

_ C D (1 Control

® —

= < 1000~ * * mm SD

§ 2001 b E 1

= * & 8007

o £ ¥

2 < 600-

£ 150 S ]

5

@ E  400-

(@) (%2}

o g 1

o 100- S 2004

c 50 © _ ﬂ

o 1 S

E O ? O T T T T

< 0 7 14 21 0 7 14 21
Dias post-tratamiento Dias post-tratamiento

Figura 3. A) Graficas antes-después de los valores individuales de glucosa en sangre, B) Graficas de
puntos y lineas del cambio porcentual (A) del peso corporal con respecto al valor inicial normalizado
al 100% y C) Graficas de columnas de la ingesta de alimento y D) agua en ratas Control y ratas
tratadas con estreptozotocina (STZ) para inducir un modelo experimental de sindrome diabético, el
cual se evalud a los 7, 14 y 21 dias post-tratamiento. La condicion diabética se confirmé con un nivel
de glucosa en sangre >200 mg/dl (linea punteada en A). En B y C se presentan los valores promedios
(x EE). * Indica diferencias significativas entre los grupos (p< 0.05).
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2. El sindrome diabético altera las caracteristicas histolégicas del ovario e induce atresia

folicular

En condiciones fisioldgicas el ovario presenta una serie de cambios histologicos que se
asocian a los procesos ciclicos de crecimiento y regresion de sus foliculos y cuerpos lteos. En
particular durante el proestro, los foliculos entran en la fase final de crecimiento con lo cual se asegura
el desarrollo de foliculos con capacidad ovulatoria. Es por ello que en las Figuras 4, 5y 6 se presenta
una comparacion de las caracteristicas histolégicas de cortes de ovario y de sus foliculos preovulatorios

durante la fase de proestro en ratas Control y con SD evaluadas a los 7, 14 y 21 dias post-tratamiento.

En general, los ovarios de las ratas Control y SD evaluadas a los 7 y 14 dias post-tratamiento
mostraron una diversidad de estructuras intraovaricas: foliculos en diferentes estadios de crecimiento y
cuerpos lateos con diversos signos de desarrollo (Fig. 4A y D y Fig. 5A y D). En ambos grupos se
presentaron foliculos preovulatorios (Fig. 4B y E y Fig. 5B y E), los cuales se distinguieron por el
didmetro folicular (> 400 um), la presencia de una capa gruesa y bien diferenciada de células de la
granulosa y una capa externa de células de la teca, la cual se observé compacta y bien vascularizada
(Fig. 4C y F y Fig. 5C y F). Caracteristicamente, los foliculos preovulatorios de ambos grupos no
presentaron signos de atresia a juzgar por los criterios descritos en el Cuadro 2. De forma contrastante,
Unicamente las ratas diabéticas evaluadas 21 dias después de la administracion de STZ presentaron
alteraciones en las caracteristicas del ovario (Fig. 6). El resultado méas sobresaliente consistié en una
evidente disminucidn de la poblacion folicular y en particular, la dramética reduccién de los foliculos
antrales y preovulatorios (Fig. 6A y D). Adicionalmente, la mayor parte de los foliculos preovularios
de las ratas diabéticas mostraron signos de dafio histoldgico caracteristicos del proceso de atresia
folicular (Fig. 6B y E). A diferencia del grupo Control, en el SD los foliculos preovulatorios mostraron
un adelgazamiento en la capa de células de la granulosa, restos celulares en el antro folicular,

hipertrofia de las células de la teca, asi como infiltracién de macrofagos (Fig. 6C y F).

Debido al efecto que provoco el SD sobre la histologia de los foliculos preovulatorios en las
ratas de 21 dias post-tratamiento, comparamos las categorias foliculares que se definieron con base en
su diametro folicular. Lo anterior se hizo para determinar si la condicion diabética afectd por completo
a la poblacidn folicular o si fue un efecto especifico sobre los foliculos preovulatorios. Las imagenes
representativas se muestran en la Figura 7. En general, los foliculos de las ratas del grupo Control
mostraron una capa de células de la pared folicular bien organizada y con incrementos en el grosor
concomitantes con el crecimiento folicular. Ademaés, los foliculos mostraron un ovocito de apariencia

sana, el cual se acompafid de una zona pelicida bien definida, asi como de la presencia de un
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cummulus oophorus integro y un antro folicular sin detritos celulares (Fig. 7A-D). Por el contrario, los
foliculos del grupo SD mostraron signos evidentes de dafio en todas las categorias evaluadas.
Especificamente, observamos foliculos con células de la teca hipertrofiadas, un considerable
adelgazamiento y desorganizacion de las células de la granulosa, la presencia de macréfagos, detritos
celulares en el antro folicular, alteraciones en la zona pellcida y fragmentacion del ovocito (Fig. 7E-
H). En conjunto, estos signos de atresia se presentaron consistentemente en los foliculos de todos los

tamafios.

3. La condicién diabética altera progresivamente el proceso de crecimiento folicular y

reduce el nimero de foliculos sanos

El SD impidi6 el crecimiento de los foliculos sanos al provocar la interrupcién de la
transicion de los foliculos en sus primeros estadios de desarrollo (25-150 um) a foliculos antrales y
preovulatorios (Fig. 8A). En consecuencia, las ratas diabéticas del grupo de 14 y 21 dias post-
tratamiento mostraron un incremento en la frecuencia de los foliculos preantrales, el cual fue
concomitante con la reduccion de los foliculos antrales (>150 um). Este resultado se aprecia facilmente
al observar el incremento en el pico de la frecuencia en los diametros pequefios en conjunto con el
desplazamiento hacia la izquierda de la curva de ajuste del histograma. De forma contraria, el grupo
Control mostro dos picos en la distribucion de frecuencias de su poblacion folicular, los cuales son
representativos de la ganancia de tamafio en los foliculos, los cuales pasan de antrales tempranos a

preovulatorios (Fig. 8A).

Adicionalmente, el nimero promedio de foliculos sanos dentro del grupo SD se redujo
paulatinamente a lo largo del periodo de evaluacién. De hecho, la reduccion porcentual entre los 7 y 21
dias post-tratamiento en el grupo SD correspondié al 64% de la poblacion inicial (245.5 + 29.2 vs. 87.8
+ 12.6 foliculos para 7 y 21 dias, respectivamente). Sin embargo, las diferencias significativas entre los
grupos de animales Unicamente se presentaron a los 21 dias post-tratamiento (Fig. 8B). Por Gltimo, en
los ovarios del grupo Control el porcentaje de foliculos atrésicos fue consistente durante el periodo de
evaluacion (14-17% de la poblacion folicular total), mientras que en el grupo SD el porcentaje de
atresia present6 un incremento significativo hacia el final de la evaluacion (49.5 % de atresia a los 21
dias post-tratamiento), con lo cual se obtuvo un aumento de 3.5y 3.1 veces en la incidencia de atresia,

en comparacién a los 7 y 14 dias post-tratamiento (14.2 y 15.9 % de atresia, respectivamente; Fig. 8C).
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Control

Figura 4. Microfotografias representativas de secciones de ovario de rata Control (A-C) y con SD (D-
F) evaluadas a los 7 dias post-tratamiento y teflidas con H&E. Notese en A y D la diversidad de
estructuras intraovéricas en diferentes estados de desarrollo. En los acercamientos de las zonas
seleccionadas del grupo Control (B-C) y SD (E-F) se presenta un foliculo preovulatorio con sus capas
gruesas y bien definidas de células de la teca, asi como células de la granulosa. No se observan signos
de atresia folicular. CT, células de la teca; CG, células de la granulosa. Barras de escala: A y D = 1000

pum, By E=100 yumy Cy F =25 um.
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Control

Figura 5. Microfotografias representativas de secciones de ovario de rata Control (A-C) y con SD (D-
F) evaluadas a 14 dias post-tratamiento y tefiidas con H&E. Nétese en A y D la diversidad de
estructuras intraovéricas en diferentes estados de desarrollo. En los acercamientos de las zonas
seleccionadas del grupo Control (B-C) y SD (E-F) se presenta un foliculo preovulatorio con sus capas
gruesas y bien definidas de células de la teca, asi como células de la granulosa. No se observan signos

de atresia folicular. CT, células de la teca; CG, células de la granulosa. Barras de escala: A y D = 1000
pum, By E=100 ymy Cy F =25 um.
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Figura 6. Microfotografias representativas de secciones de ovario de rata Control (A-C) y con SD (D-
F) evaluadas a los 21 dias post-tratamiento y tefiidas con H&E. Unicamente en A se presenta
diversidad de estructuras intraovaricas en diferentes estados de desarrollo. Por el contrario en D se
observa la disminucién de la poblacion folicular. En los acercamientos de las zonas seleccionadas del
grupo Control (B-C) y SD (E-F) se presenta un foliculo preovulatorio, el cual sélo en el grupo Control
presenta una capa gruesa y bien definida de células de la teca y de la granulosa. En E se muestra un
foliculo preovulatorio con signos avanzados de atresia: adelgazamiento de las capas celulares, detritos
celulares, cuerpos picnéticos, infiltracién de macrofagos e hipertrofia de la capa de células de la teca.
CT, células de la teca; CG, células de la granulosa. Barras de escala: Ay D = 1000 um, By E = 100
pumy CyF =25 pum.
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Control SD
(21 dias post-tratamiento)

3
&/ x

A AR

Figura 7. Microfotografias representativas de tinciones H&E de secciones de ovario con foliculos
preantrales (FP), foliculos antrales tempranos (FaT) y foliculos preovulatorios (FPo) de ratas del grupo
Control (A-D) y con SD (E-H) evaluadas a los 21 dias post-tratamiento. N6tese en el grupo Control la
apariencia sana del ovocito, de la zona pellcida, asi como de las capas de células de la granulosa y de
la teca que forman una pared folicular bien definida y que se engrosa de forma proporcional al
didmetro folicular. De forma opuesta, en los foliculos del grupo SD se aprecian estados avanzados de
atresia. En particular nétese la reduccién dramatica de la capa de células de la granulosa, el dafio en el
cumulo odforo, asi como las alteraciones en el ovocito. CT, células de la teca; CG, células de la
granulosa; Oo, ovocito. Las puntas de flecha y los asteriscos muestran diferentes signos de atresia:
vacuolas, cavidades en las capas celulares, desprendimientos de células de la granulosa, hipertrofia de
las células de la teca, nucleos picndticos, infiltracion de macréfagos. Barras de escala: 25 pm en A, B,
E, F y acercamientos; 50 ymen Cy G,y 100 umen D y H.
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Figura 8. A) Histogramas y curvas de ajuste no lineal de la distribucién del diametro folicular durante
la etapa final de crecimiento folicular, B) graficas de puntos y lineas del nimero promedio de foliculos
sanos y C) graficas de barras de la incidencia de atresia folicular en ratas Control y con SD evaluadas a
diferentes tiempos. En A los histogramas se ajustaron con curvas de la suma de dos Lorentzianas
(Control) o una Gaussiana (SD). Nétese en A que el desplazamiento progresivo de la curva hacia la
izquierda en el grupo SD sugiere la interrupcion del patrén normal de desarrollo folicular. *° Para cada
grupo, literales distintas entre los dias indican diferencias significativas al nivel de p < 0.05. * En las
categorias de estatus folicular indica diferencias entre los grupos al nivel de p < 0.05.
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4. En respuesta a los cambios en la foliculogénesis se altera la funcion del ovario

Para determinar las existencia de fallas en la funcién ovarica surgidas en respuesta a la
alteracion del crecimiento folicular, evaluamos tres aspectos fundamentales indicativos de la fisiologia
del ovario: formacion de CL, produccion de hormonas esteroides y actividad ciclica. Los resultados de

dicha evaluacion se presentan a continuacion.

El SD produjo de forma progresiva alteraciones en las caracteristicas histoldgicas del CL a lo
largo de su desarrollo (ver Cuadro 3). En la Figura 9A se muestran imagenes representativas de los
estadios de desarrollo de un CL en condicion Control: CL recién formado, con una diversidad de
células de diferentes tamafios y coloracidon basofilica; CL maduro, con células luteales bien
diferenciadas mostrando un citoplasma homogéneo y coloracién eosinofilica y CL en degeneracidn,
mostrando una ligera vacuolacién en el tejido luteal. De forma contrastante, en el grupo SD se
presentaron cambios paulatinos en la apariencia de las células luteales, las cuales se evidenciaron a
partir de 14 dias post-tratamiento y se incrementaron en la etapa final de evaluacion (Fig. 9B-D). Las
alteraciones incluyeron hipertrofia de las células luteales, apariencia desorganizada de las células y
cambio de su forma redonda a poligonal, pérdida de la coloracion eosinofilica vacuolacion prominente
del citoplasma celular y la formacion de signos prematuros de la etapa de degeneracion. Ademas, en
respuesta a la disminucion de los foliculos pre-ovulatorios, la cantidad de CL disminuyé de forma
concomitante y progresiva durante el curso temporal de la condicion diabética. Las ratas del grupo
Control presentaron un porcentaje similar de CL recientes a lo largo de la evaluacion (29-36%),
mientras que en los animales diabéticos el porcentaje de éstas estructuras pasd de 29% a los 7 dias

post-tratamiento a un 6% a los 21 dias post-tratamiento (Fig. 9G).

Con respecto a la produccion de estradiol y progesterona, encontramos que la concentracién
de las hormonas esteroides en el grupo Control se mantuvo sin cambios durante el periodo de
evaluacion. Mientras que el grupo SD presentd una disminucion en la concentracion de progesterona a
los 14 y 21 dias post-tratamiento y de estradiol a partir de 7 dias post-tratamiento y hasta el final del
mismo (Cuadro 5). Estos resultados se asocian, probablemente con la disminucion de la poblacién

folicular y la consecuente escasa formacion de CL recientes.

Finalmente, observamos un patrén similar en la actividad ciclica del ovario en los grupos
Control y SD durante el periodo pre-tratamiento. Sin embargo, el grupo SD produjo una alteracion
gradual en la actividad del ciclo estral (Fig. 10). En particular, el grupo SD evaluado a los 7 dias post-
tratamiento mostré un patrén regular en las fases del ciclo estral, de forma similar a lo observado en el

grupo Control (Fig. 10A). De forma opuesta al grupo Control, los animales con SD evaluados a los 14
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dias post-tratamiento mostraron alteraciones en la actividad ciclica del ovario, las cuales se reflejaron
en la pérdida de la continuidad del ciclo (Fig. 10B). Por ultimo, el 71% de las ratas con SD del grupo
de 21 dias post-tratamiento mostraron ciclos estrales irregulares, de los cuales 35 y 65% de los
animales presentaron proestro y diestro sostenido, respectivamente, mientras que el 29% de los
animales restantes mostraron un comportamiento semejante al grupo control; es decir, sin alteraciones

en la progresion del ciclo (Fig. 10C).

Cuadro 5. Promedio (£EE) de la concentracion de hormonas esteroides en suero de
ratas Control y ratas con sindrome diabético (SD) inducido con estreptozotocina y
evaluadas a diferentes tiempos después del tratamiento.

Dias post-tratamiento

Hormona Grupo

14 21
Progesterona Control 17.9+ 0.9 19.7+ 29 210+ 33
SD 236+ 35* 131+ 18* 142+ 20*
Estradiol Control  40.2 + 15.0 643+ 225 402+ 6.3
SD 254+ 51* 39.9.7+214* 305+ 33*

“ Para cada hormona y difa, indica diferencias significativas al nivel de p < 0.05
entre los grupos.
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Figura 9. Microfotografias representativas de cuerpo lGteo en diferentes etapas de desarrollo tefiidas
con H&E en ovarios de rata del grupo Control (A) y con SD (B-D) evaluadas a diferentes tiempos y
G) graficas de barras apiladas del porcentaje de cuerpos liteos observados durante la etapa de
transicion de proestro-metaestro en ambos grupos. Nétese en A la variabilidad del tamafio de las
células luteales y la produccion gradual de vacuolas durante el desarrollo del cuerpo luteo. En
comparacion, en el tejido diabético se muestra una alteracion histolégica progresiva: hipertrofia y
abundantes vacuolas citoplasmaticas. NS= no significativo. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 10. Patrones del ciclo estral esperados y observados durante las etapas de pre- y post-
tratamiento en ratas Control y con SD evaluadas a los A) 7, B) 14, y C) 21 dias post-tratamiento. Cada
simbolo representa un animal por grupo. La progresion esperada durante el ciclo estral es: Pro-Est-
Met-Die. Pro = Proestro, Est = Estro, Met = Metaestro, y Die = Diestro. Notese que el patron esperado
es semejante al observado para ambos grupos durante el periodo pre-tratamiento.
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7. DISCUSION

La integracién de la evidencia clinica sugiere que parte de la disfuncion ovarica que se
presenta en las mujeres diabéticas podria estar asociada con fallas en la foliculogénesis (13, 14). Sin
embargo, debido a las limitaciones impuestas por los estudios clinicos y la falta de resultados
concluyentes por parte de los estudios con modelos experimentales, se desconoce el efecto que provoca
la hiperglucemia sobre el patron de crecimiento folicular y su posible asociacion con alteraciones en la
fisiologia del ovario. En este estudio demostramos que en respuesta al SD inducido mediante STZ en
ratas se presentd una interrupcion gradual de la foliculogénesis. Dicha alteracion se caracteriz6 por un
aumento progresivo de la frecuencia de los foliculos preantrales, los cuales detuvieron su crecimiento y
la correspondiente transicidn hacia foliculos preovulatorios. Adicionalmente, encontramos que el SD
redujo el numero de foliculos sanos e incrementé la incidencia de atresia folicular. En respuesta a
dichos cambios observamos una baja frecuencia de CL recién formados, una menor concentracién de

esteroides y la consecuente pérdida de la ciclicidad ovarica.

En conjunto nuestros resultados demostraron que el SD provocé un efecto negativo sobre el
patrdn fisiolégico de crecimiento y desarrollo folicular, el cual se asoci6 con fallas en la fisiologia del
ovario. De ésta forma nuestros resultados aportan un sustrato para explicar parte de la disfuncion
ovarica que afecta a la mujer diabética, la cual ha sido sujeto de estudio por parte de diferentes grupos
de investigacion (19-21, 24, 42). Cabe resaltar que hasta la fecha no se habia realizado un estudio
sistemético con un modelo experimental a partir del cual se obtuvieran resultados que integraran los

cambios en la foliculogénesis con signos de disfuncion ovérica

El tratamiento con STZ indujo un estado diabético que increment6 paulatinamente la atresia
folicular en las hembras tratadas. En particular, éste resultado podria estar asociada a la disminucion de
insulina que genera la destruccidn de las células 3 pancreaticas por efecto de la STZ (27). Debido a que
en condiciones fisioldgicas la insulina actla como co-gonadotropina en el ovario (42) y evita la atresia
folicular (53, 54), es posible que la insuficiencia insulinica asociada al SD induzca la aparicion de
signos de atresia, los cuales se incrementaron de forma gradual hasta afectar al 50% de la poblacién
folicular en los animales evaluados 21 dias post-tratamiento. En este sentido, el incremento de la
atresia folicular resulta de suma importancia pues genera efectos adversos en la tasa ovulatoria (31, 32,
55-57), lo cual podria estar relacionado con las anovulaciones observadas en modelos murinos y
mujeres diabéticas (19, 21, 29, 30, 42). Sin embargo, esta afeccidn también sugiere una asociacion con
la interrupcion progresiva de la foliculogénesis que genera el SD, la cual se caracteriza por la reduccion

de foliculos preovulatorios encargados de la ovulacion. En respuesta a la disminucidon de dichos
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foliculos, observamos el incremento de foliculos primordiales, de forma similar a lo reportado en

mujeres diabéticas (19).

La interrupcién de la foliculogénesis representa parte de las alteraciones que subyacen a la
disfuncion ovarica, pues genera la reduccion de CL recién formados, la disminucién de hormonas
esteroides y la desregulacion de la actividad ciclica ovérica. La baja frecuencia de CL recién formados
que observamos puede ser asociada con la carencia de foliculos preovulatorios que permitan su
formacién. Sin embargo, en las estructuras luteales también observamos hipertrofia en las células
luteales, incremento de la vacuolacién y la formacién prematura de tejido conectivo (49). En conjunto
estos signos histopatoldgicos son considerados como el reflejo de una alteracién en la funcién del CL
(58-60). Uno de los resultados de la falla funcional del CL puede ser determinado a través de su
capacidad esteroidogénica. Es por ello que en concomitancia con la afeccion de las caracteristicas
histologicas del CL, asi como en la disminucion de la frecuencia de estructuras luteales recién formada
observamos una disminucion gradual de la concentracién de progesterona, la cual resulté similar a
estudios previos (28, 35, 61). Este resutlado es de peculiar importancia, pues se ha asociado con el bajo

indice de implantacion y de gestacidn reportada en modelos murinos y mujeres diabéticas (35, 61-63).

Aunada a la disminucion de progesterona, observamos que la cantidad de estradiol a partir de
la segunda semana de tratamiento también se reduce. Lo anterior podria ser asociado al incremento de
atresia, a la disminucion de estructuras foliculares que realicen la esteroidogénesis o bien, a la
desregulacion hormonal provocada por la interrupcion de la interaccion entre insulina y las células de
la teca y de la granulosa que surge por la condicién diabética y que impide la regulacion en la secrecién

de hormonas esteroides (13, 42).

Por altimo observamos la disrupcién de la actividad ciclica ovarica, la cual consideramos un
reflejo de la alteracion en la foliculogénesis que conlleva a la disminucion de hormonas esteroides que
en condiciones fisiologicas regulan la ciclicidad (15). La alteracion de la actividad ciclica se
caracterizd por la presencia de diestro y proestro persistente. El diestro persistente observado en este
trabajo es semejante al reportado previamente en otros estudios (50, 64), el cual indica un déficit
reproductivo. Mientras que la presencia de proestro persistente presentado en menor proporcién podria
ser el reflejo de la carencia de cuerpos liteos o bien de los quistes que genera la condicidn diabética.
Finalmente observamos que en menor proporcion, parte de las hembras diabéticas no presentaron
alteracién en los patrones de ciclicidad. Lo anterior resulta de suma importancia pues podria ser
asociado a un menor dafio reproductivo o bien a la variabilidad de la severidad hiperglucémica. Sin
embargo, pese a que en este estudio dichas asociaciones no se buscaron, seria interesante su

observacion en futuros trabajos.
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Nuestro modelo de SD inducido con STZ mostré una eficiencia similar a la descrita
previamente (27, 29). El SD se caracterizd por un estado de hiperglucemia crénica que generd
polidipsia y polifagia. Dichos signos clinicos son importantes, pues permitieron confirmar el
establecimiento del SD. Ademads, hasta el momento no habian sido evaluados de forma consistente.
Ademas de estos signos clinicos, observamos la pérdida de peso corporal, la cual podria generar parte
de las alteraciones reproductivas, debido a que la disminucion de tejido adiposo altera la sefializacion
neuroendocrina del eje reproductor femenino y particularmente la actividad fisioldgica del ovario (13).
En este sentido resulta interesante pensar en el efecto que podria tener la hiperglucemia crénica durante

un mayor tiempo de evaluacién en la pérdida de peso corporal y su relacion con la disfuncién ovérica.

8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo encontramos evidencia que sugiere una posible asociacion entre la
interrupcion progresiva de la foliculogénesis y la disfuncién ovérica provocadas por la condicién
diabética. La disfuncién ovarica diabética se caracterizd por la carencia de CL recién formados, la
reduccion de hormonas esteroides y la alteracion de la actividad ciclica ovérica. Dichas fallas podrian
ser consecuencia, al menos en parte, de la alteracién generada en la foliculogénesis, debido a la
carencia de estructuras que realicen la esteroidogénesis y regulen la actividad ciclica ovarica. En
general nuestro trabajo ofrece un sustrato para evaluar experimentalmente parte de la disfuncion

ovarica que afecta a la mujer diabética y que en general compromete su reproduccion.
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