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INTRODUCCION

El estrés es todo suceso capaz de alterar la homeostasis de un individuo a través de
mecanismos adaptativos frente a una agresion (Selye, 1950), siendo el estrés crdnico
(mayor duracién), capaz de causar dafio al organismo. Cuando el organismo es sometido a
diversas situaciones estresantes puede reaccionar de diferentes maneras, y las
consecuencias que puede sufrir son leves hasta graves dependiendo del estimulo al que es
sometido (Koolhaas, 2011). Uno de los sistemas que puede ser afectado de manera
negativa es el reproductor femenino, y por lo tanto se podria afectar la fertilidad. Frente a
situaciones de estrés se produce la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA),
que a su vez modula el eje hipotadlamo-hipéfisis-gonadal (HHG), y por lo tanto se puede
afectar la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la hormona foliculo
estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) y los esteroides sexuales. Esta afectacion
del eje HHG es debido a que la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) producen una retroalimentacion negativa sobre cada parte del
eje HHG (Marin y Velasquez, 2010). En estudios clinicos en humanos y animales, se
demostrd que los niveles circulantes de ACTH se correlacionan positivamente con el tamafo
de la glandula adrenal, esto explicaria la hiperplasia bilateral que se produce debido a
hipersecrecion crénica de ACTH en situaciones de estrés cronico (Kobayashi, 2006). A nivel
del ovario el estrés puede alterar el desarrollo folicular (Roth, 2000; Ozawa, 2005; Bhat y
Yajurvedi, 2011), el potencial desarrollo de los ovocitos (Lian, 2013; Gao, 2016), bloquear la
ovulacion y reducir la esteroidogénesis (Whirledge y Cidlowski, 2010). Otro 6érgano blanco
del estrés es el utero, un 6rgano fundamental en el proceso reproductivo 6ptimo de un
organismo y por lo tanto de sumo interés para nuestro estudio. Algunos estudios sugieren
que el estrés puede producir efectos en el Utero dependiendo del tiempo de exposicién y la
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clase de agente estresor (Divyashree y Yajurvedi, 2018; Han, 2021).
OBJETIVO

Evaluar en ratas hembra de la cepa Wistar, los efectos que tiene el estrés cronico por
aislamiento y restriccion de alimento y agua, sobre el ovario, el Gtero y la glandula adrenal.

METODOLOGIA

Para alcanzar nuestro objetivo se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar, de 40 dias
postnatal (DPN40), que fueron mantenidas en el bioterio del Instituto de Salud y Ambiente
del Litoral (ISAL; UNL-CONICET) bajo condiciones controladas de temperatura (22 °C + 2
¢C), humedad (50-65%), fotoperiodo de 12 horas y alimentacion. Se dividieron a los
animales en dos grupos, un grupo control (C) y un grupo de estrés crénico (EC). El primero
(n=6) tuvo acceso ad libitum al pellet y al agua, y se mantuvo durante todo el experimento
en jaulas colectivas, para promover la socializacion. El segundo grupo (n=6) fue aislado en
jaulas individuales y privado de alimento (pellet) yagua, durante 4 hs por dia durante 5 dias
por semana hasta el sacrificio en fase de diestro | entre los DPN91 y DPN100.

Luego del sacrificio, se obtuvieron muestras de glandulas adrenales, ovarios y Utero. Las
mismas fueron fijadas en formol-bufferado y luego procesadas para histologia. En cortes
(5um de espesor) de las muestras incluidas en parafina, se realizaron las coloraciones
hematoxilina-eosina en la glandula adrenal, Utero y ovario y picrosirius en el ovario y
glandula adrenal. Ademas se realizo inmunohistoquimica (IHQ) para evaluar la expresién de
la hormona antimuleriana (AMH, marcador de reserva ovarica) en el ovario y Ki67 (marcador
de proliferacidon) en el utero (Tabla 1). El analisis de las determinaciones se realiz6 a partir
de imagenes digitales. En Utero evaluamos altura del epitelio luminal, espesor del estroma
subepitelial, espesor del miometrio, densidad de glandulas en el estroma subepitelial a partir
de la fraccion de volumen (Vv) descripta por Weibel (1969) y proliferacion celular en el
epitelio luminal y glandular. En ovario, se hizo un recuento de los foliculos primordiales,
preantrales y antrales, y se cuantificd la expresion de AMH en células de la granulosa de los
foliculos antrales a través del calculo de la densidad oOptica integrada (DOI) mediante
software. En glandula adrenal, se midié espesor de la corteza y diametro de la glandula. Los
datos obtenidos se procesaron y analizaron mediante test estadistico de Mann-Whitney.

Anticuerpos Dilucion Proveedor
Primarios
Anti-AMH (C-terminal) 1/200 Dako Corp.

(Carpinteria, CA)

Anti-Ki67 (clone MIB-
5)

Dako Corp.

1/1600 (Carpinteria, CA)
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Secundario
Anti-conejo 1/200 Sigma (St. Louis, MO)

Tabla 1: Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ

Efectos en los 6rganos de ratas Wistar hembras

En ratas que fueron aisladas y restringidas de alimentos y agua (8 + 1 semanas) se observo
un aumento del 61% de la densidad de glandulas en el estroma subepitelial (p<0.05) y un
aumento del 40% del espesor del estroma subepitelial (p<0.05) respecto del grupo control
(Figura 1 y Figura 2). A partir del recuento de foliculos ovaricos realizado en cortes de tejido
incluidos en parafina se observé una disminucion del 50% de la cantidad de foliculos
antrales en el grupo expuesto a estrés cronico (p<0,05) respecto del grupo control (Figura
3).Ademas, la expresién de AMH en células de la granulosa de foliculos antrales disminuyé
significativamente (p<0,05) en el grupo tratado (50%) con respecto del control (Figura 4). No
se observaron diferencias significativas en el espesor de la corteza y en el diametro de la
glandula adrenal entre el grupo control y el expuesto a estrés crénico (p>0.05).
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del Utero. utero. como foliculos cronico.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que el ovario y el utero fueron afectados por los estresores
estudiados. La disminucion de AMH vy la densidad de foliculos antrales sugieren una
alteracion de la funcién ovarica. Un aumento de las glandulas endometriales y del espesor
del estroma subepitelial podria indicar un potencial desarrollo de una hiperplasia
endometrial. Esta investigacion es de sumo interés, ya que conjuga dos modelos estresores
a los cuales los humanos fueron sometidos durante la pandemia generada por el COVID-19,
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como el aislamiento, y en algunos casos escasez de alimentos. Esto permite tomar
consciencia sobre los efectos que podria generar el estrés sobre érganos reproductivos.
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