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Resumen

A lo largo del presente trabajo se estudian a la luz de las mas recientes
investigaciones los procesos que conducen a la aparicién de la menopausia en
la mujer y las posibilidades de retrasar o interferir dicho proceso. En esta parte
se analizan concretamente los mecanismos que contribuyen al envejecimiento
de los ovarios y las razones para que este proceso sea mas o menos rapido
en las distintas mujeres, determinando los pardametros de estrés oxidativo de
inflamacién y apoptosis que tienen lugar en los foliculos ovéricos estudiando
asimismo en dichas estructuras foliculares la produccién de antioxidantes. Se
analizan también los tratamientos actualmente vigentes para disminuir en lo
posible la sintomatologia que aparece en funcién de la disminucién de niveles
estrogénicos con sus pros y sus contras.

Abstract

In the present paper the most recent results of the research carried out
to investigate the processes that lead to the appearance of menopause in
women have been reviewed and also the possibilities to retard or interfere
these processes. More concretely in this part the mechanisms that contribute
to the aging of the ovaries and the reasons for the quicker or slower pace of
these processes in the different women are studied by determining oxidative,
inflammation and apoptosis parameters in the ovarian follicles and also by
measuring in these structures the production of antioxidants. The actually in
use treatments to reduce the symptoms that appear in menopause due to the
lack of estrogens are also analyzed with its pros and cons.



604 ANALES DE LA REAL ACADEMIA
INTRODUCCION

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud, la menopausia se define
como el cese permanente de la menstruacién derivado de la pérdida de
la actividad folicular del ovario. (Ausin 1992) El proceso no es brusco y
viene precedido de un periodo de transicién denominado perimenopau-
sia, que puede oscilar entre 2 y 8 afios durante el cual se produce inicial-
mente un acortamiento de la longitud de los ciclos menstruales por una
disminucioén de la fase folicular, con incremento de la FSH como com-
pensacion de la disminucién del nimero de foliculos presentes en el ova-
rio o una reduccién en la secrecién de inhibina (Tresguerres et al. 2000).

La edad media de la menopausia son los 51 afios, con un intervalo
que oscila entre los 35 y los 58. (Celades 1992) Los factores que pueden
contribuir a la aparicién mas o menos tardia de la menopausia fisiol6gi-
ca no estan totalmente clarificados. (Tresguerres 2008).

Progresivamente, aparecen baches amenorreicos intercalados con
ciclos cortos y también con ciclos normales ovulatorios. En esta fase
pueden aparecer ya sintomas clinicos en forma de sofocos y menorra-
gias por hiperplasia endometrial que aparece por déficit de progesterona.
La dltima etapa de la perimenopausia se caracteriza por la ausencia de
ovulacién y por concentraciones de estradiol inferiores a 20 pg/mL (73
pmol/L).

Segun el conocimiento vigente hasta hace muy poco la menopausia
se produce por el agotamiento definitivo de la reserva folicular ovarica,
lo que supone la pérdida de la capacidad reproductiva, y ademéas como la
produccién hormonal de la génada femenina esta ligada a las células del
foliculo, el agotamiento de estos conlleva toda una serie de cambios en la
secrecion de los esteroides ovéricos que llega a ser insuficiente para man-
tener el retrocontrol (feed back) sobre las gonadotrofinas hipofisarias, lo
cual implica un aumento paralelo de FSH y LH (Tresguerres et 2000).

Las principales hormonas femeninas y por lo tanto antiandrogénicas,
se dan en los ovarios durante la época reproductiva. Cuando esta cesa el
déficit de estrégenos y progesterona que ocurre al desaparecer los foli-
culos ovaricos, condiciona un aumento de la actividad de la androsten-
diona y la testosterona sobre sus receptores. Por este motivo, es frecuen-
te encontrar durante la postmenopausia una relativa androgenizacion.(
Tresguerres 1992).

La edad media a la cual la mujer alcanza la menopausia varia en los
diferentes estudios publicados. La O.M.S. asigna la edad de 50 afios para
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la mujer occidental y el estudio Massachusetts, uno de los mas importan-
tes da una edad media para la menopausia de 51,3 afos. Si se produce
antes de los 40 afios se considera una menopausia precoz, lo cual afecta
al 1 -3% de las mujeres que pueden sufrir un fallo ovarico precoz que les
situara en condiciones de hipoestrogenismo de forma prematura (Cohen
y Speroff 1991).

Hay casos de menopausia precoz sin origen determinado donde ul-
timamente ha empezado a ganar importancia la posibilidad de que se
deba a la existencia de un aumento del estrés oxidativo ovarico. (Cohen
y Speroff 1991).

Las manifestaciones clinicas de la menopausia ocurren por la dismi-
nucion de las hormonas sexuales femeninas. (Tresguerres et al. 2000) que
desarrollan ademas de las conocidos efectos en el sistema reproductor
toda otra serie de acciones que se ejercen sobre los vasos sanguineos y
el corazon, donde es perfectamente reconocible su accién antioxidante y
facilitadora de una funcién cardiovascular normal, (Borras et al. 2003).y
sobre los lipidos plasmaticos donde genera una disminucion de los mis-
mos y sobre el SNC, donde ejercen una accién neuroprotectora ( Garcia
Segura et al. 2001).

El déficit estrogénico tiene una presentacion gradual en el tiempo
y sus efectos pueden dividirse en funcién del momento de aparicién: a
corto, medio o largo plazo.

Las crisis vasomotoras (sofocos) son oleadas de calor y rubor que
afectan fundamentalmente a la piel del pecho, cuello y cara que se acom-
panan de sudoracién profusa, y en ocasiones de palpitaciones.

La respuesta simpaticomimética que aparece con la menopausia im-
plica la posibilidad de aparicién de palpitaciones por aceleracién del rit-
mo cardiaco. También hay otras alteraciones neurovegetativas, menos
frecuentes, como cefaleas y nduseas o vértigo. (Palacios et al. 2000).

Aparecen ademads una serie de sintomas psicolégicos como la irri-
tabilidad y el nerviosismo (alrededor de un 40% de las mujeres), estado
de animo depresivo (30-40%), astenia (30-40%), disminucién del rendi-
miento, insomnio y descenso del deseo sexual.

Hay atrofia a nivel de las mucosas vulvar y vaginal que afectan tanto
a su aspecto como a su funcionalismo.

Desde etapas iniciales hay disminucién de las secreciones de la mu-
cosa lo que provoca sequedad vaginal en el 25% de las mujeres perime-
nopausicas. Los genitales externos sufren también modificaciones. pro-
vocando ademas la disminucién del vello. (Semmens y Wagner 1982).
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En las vias urinarias inferiores, el adelgazamiento de la mucosa y
el déficit circulatorio submucoso, provocan atrofia con incontinencia
urinaria, escozor vaginal y/o vulvar y disuria. (Bhatia et al. 1989, Smith
1993).

La menopausia favorece la sequedad de la piel y la aparicion de arru-
gas como consecuencia de la atrofia epitelial y el consiguiente adelgaza-
miento de la piel (Castelo Branco 1992, Tresguerres Centeno 2006, Mon-
tagna y Carlisle 1990).

Durante los primeros 20 afios tras el cese de las menstruaciones,
aparece una pérdida importante de masa 6sea, que puede llegar a supo-
ner una reduccioén del 50% del hueso trabecular y de un 30% del hueso
cortical. Esta situacién se denomina osteoporosis y consiste la reduc-
cion de la estructura mineral 6sea por lo que el hueso tiene una mayor
fragilidad y se incrementa el riesgo de fracturas (Kanis 1998, Palacios
et al. 2000).

Los estrégenos reducen los niveles plasmaticos de colesterol LDL e
incrementan las HDL con lo cual disminuyen el riesgo cardiovascular
Losordo et al. (1994). Es necesario mencionar el papel de los estrégenos
como agentes antioxidantes (Borras 2003), ya que pueden prevenir la
oxidacién de las LDL, disminuyen la produccién de O, y peroxinitritos,
y mejoran la biodisponibilidad de NO (Vanhoutte 1990). Si el endotelio
vascular funciona correctamente la acetilcolina determina vasorrelaja-
cién, a través de NO () pero si este se encuentra alterado se produce cons-
triccion La accién vasodilatadora de la acetilcolina es por lo tanto un in-
dice de la integridad funcional del endotelio vascular y éste se encuentra
alterado tanto en la menopausia (Vanhoutte 1990), como también en la
arterioesclerosis. La administracién de estrégenos es capaz de revertir la
vasoconstricciéon inducida por acetilcolina en situacién de menopausia.
(Ho et al. 2006), lo cual supone que tiene un efecto muy beneficioso sobre
el funcionalismo vascular. Por un lado existe una modificacién favorable
del patroén lipidico (Walsh et al. 1991) y se inhibe la hiperplasia endotelial
(Fisher et al., 1981).

Entre las mujeres premenopadsicas, la enfermedad coronaria es ex-
tremadamente rara sin embargo en las mujeres postmenopausicas la
incidencia de enfermedad cardiovascular es mucho mayor. (Nabulsi et
al. 1993). La disminucién de la secrecién de estrégenos durante la me-
nopausia determina un aumento de las enfermedades cardiovasculares,
una alteracién del perfil lipidico y un aumento de las alteraciones cere-
bro-vasculares. (Kannel 1987).
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En la mujer se puede producir una redistribucién de la grasa cor-
poral al llegar la menopausia que supone un aumento de los depésitos
en el tronco. La grasa central aumentada se relaciona con aumentos del
colesterol total, LDL-c y triglicéridos, con una disminucién de los niveles
de HDL-c y probablemente con cierta resistencia a la insulina. (Hong et
al. 1992).

La tensién arterial aumenta con la edad, siendo el incremento mas
llamativo en la mujer a partir de la tltima regla. Parte de la proteccién
cardiovascular puede deberse al efecto de los estrégenos sobre el man-
tenimiento de la tensién arterial, ejercido a través de receptores para
hormonas femeninas que hay en el endotelio y en las fibras musculares
lisas de las arterias. (Losordo et al. 1994).

TRATAMIENTO HORMONAL SUSTITUTIVO (THS)

El tratamiento tiene que ir encaminado a resolver la sintomatologia
clinica, en primer lugar (sofocos, depresion, algias articulares, calidad de
vida, incontinencia urinaria, sequedad vaginal) y en segundo lugar tiene
que ser capaz de limitar la aparicién de problemas 6seos (osteoporosis)
y cardiovasculares (infarto de miocardio, u otros) (Hulley et al. 1998).

El tratamiento que ha venido utilizandose desde hace muchas déca-
das es el denominado tratamiento de sustitucién hormonal (THS) con
estrégenos solos en caso de ausencia uterina o bien estrégenos combina-
dos con progestagenos, si hay titero (Palacios et al. 2000).

En el caso de los estrégenos, se utilizan los conjugados equinos
(Equin0,6) por via oral o diversos parches transdérmicos de estradiol. El
progestageno con menos problemas en la actualidad es la progesterona
micronizada, que se puede dar por via oral, vaginal y transdérmica..(
Goodman 2012, Stevenson 2009).

La transformacion de estradiol a estrona es maxima en los tratamien-
tos de sustitucién por via oral, mientras que es minima en la via transdér-
mica y la nasal (Palacios et al. 2000). Como la afinidad por los receptores
es distinta para los dos compuestos en cada subtipo de receptor, esto
también influye en la accién biolégica, que presenta diferencias con los
distintos tipos de medicacién.

Los tratamientos se realizan de forma continua en el caso de ausen-
cia uterina, y de forma secuencial en presencia del mismo , remedando
los ciclos naturales con progestagenos en las dos ultimas semanas de
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tratamiento para evitar la hiperplasia del endometrio y su posible ulte-
rior malignizacién. Se ha observado un efecto positivo sobre estructura y
funcion carotidea utilizando parches transdermicos de estradiol (Sumino
et al. 2005). Probablemente los efectos no favorables encontrados en los
estudios HERS y WHI podrian deberse al hecho que el tratamiento co-
mienza tarde con lo que ya ha podido instaurarse la arterioesclerosis, con
aparicion de placas de ateroma. Cuando los estrogenos empiezan a hacer
efecto estas podrian liberarse como consecuencia paradéjica de la mejoria
vascular y dar lugar a problemas cardio o cerebrovasculares. (Tresguerres
et al. 2007).

El THS contribuye a la desaparicién de los sofocos, lo que repercute
de forma positiva en los trastornos del suefo y en la calidad de vida de
la mujer. El THS repercute de forma positiva sobre las enfermedades
mentales durante la postmenopausia. La demencia y la enfermedad de
Alzheimer ocurren menos frecuentemente en usuarias de terapia estro-
génica y la piel mejora de forma evidente

La administracién de estrégenos determina el incremento de sus re-
ceptores a nivel de la vagina, uretra y vejiga. (Kuiper et al. 1997) En me-
nos de un mes, se observa una disminucion de la sequedad vaginal y un
aumento de la lubrificacién que contribuyen a la desaparicion del prurito
o escozor y de molestias en las relaciones sexuales. La mejor irrigacién
de las mucosas favorece el aumento de grosor de la mucosa vaginal. El
tratamiento estrogénico determina un aumento del espesor de la mucosa
uretral con lo que disminuye la incontinencia urinaria.

Los estrégenos poseen un efecto antioxidante y antiaterogénico en
la pared vascular, inhibiendo el acimulo de LDL-colesterol (Borras et al.
2003). Ademas, inhiben la agregacién plaquetaria y favorecen la vasodi-
latacion arterial, actuando sobre factores (Hong et al. 1998) endoteliales
como el 6xido nitrico o las prostaciclinas. Se venia considerando que el
tratamiento hormonal sustitutivo era capaz de reducir el riesgo cardio-
vascular entre un 45 y un 63% mediante sus efectos beneficiosos tanto
sobre el perfil lipidico, como a través de sus acciones sobre la pared vas-
cular. De hecho se consideraba que la proteccién contra las enfermeda-
des cardiovasculares era el mayor beneficio del THS. (Hulley et al. 1998).

Se habian visto valores mas elevados de HDL-colesterol con este
tratamiento en multitud de estudios observacionales y una mayor pro-
teccién ante la oclusion de arterias coronarias medida por angiografia.
(Vanhoute 1990) Aunque todos los datos experimentales confirman el
efecto beneficioso de los estrégenos sobre los vasos sanguineos, aumen-



NACIONAL DE MEDICINA DE ESPANA 609

tando su capacidad de dilatacién, disminuyendo su capacidad de cons-
triccion (Stevenson 2012), disminuyendo las placas de ateroma y dismi-
nuyendo también los niveles de lipidos plasmaticos, en los dos ensayos
clinicos doble ciego mencionados y con una poblacion elevada el HERS
(2800 mujeres con manifestaciones previas de alteraciones vasculares) y
el WHI (16000 mujeres) (Rousow et al. 2002, Lemay 2002) no ha podido
constatarse el efecto beneficioso en este terreno. Mas atn, se ha observa-
do una mayor incidencia de problemas lo que ha dado lugar a un replan-
teamiento de dicho tratamiento. (Nelson et al. 2002).

En ambos estudios la administracion de estrégenos y progestagenos
se hizo utilizando estrégenos conjugados equinos por via oral y progeve-
ra (acetato de medroxiprogesterona) como progestageno, administrados
de forma conjunta permanente, con lo que algunos de los problemas en-
contrados podrian deberse precisamente a esta circunstancia. De hecho,
los datos de la rama del WHI que utilizan el tratamiento con estrégenos
solos por tratarse de mujeres histerectomizadas, no muestran esas ten-
dencias negativas (Lyytinenen et al. 2006).

También hay que tener en cuenta, que no es lo mismo comenzar un
tratamiento THS, en fase perimenopausica, que 10 afilos mas tarde, y la
aparicion de problemas cardiovasculares ha sido mayor precisamente
en el grupo de comienzo tardio. (Harman et al. 2005b). Ello es debido a
que cuando ya ha transcurrido un tiempo importante desde la ausencia
estrogénica aparecen placas de ateroma sobre unas paredes rigidas arte-
riales. Con el tratamiento estrogénico, las paredes arteriales vuelven a ser
flexibles por lo que las placas pueden soltarse y dar lugar a eventos cardio
o cerebrovasculares. (Stevenson 2012).

Efectos sobre la masa 4sea

El THS frena la pérdida de masa 6sea por lo cual previene la osteopo-
rosis. Con la terapia estrogénica se reduce el riesgo de fractura de cadera
en un 50-60%. (Kiel et al. 1987).

Se recomienda el tratamiento estrogénico lo mas temprano posible
tras la deprivacién hormonal. Su efecto sobre el hueso se mantiene mien-
tras haya niveles estrogénicos adecuados en sangre Estos niveles se ha
visto que pueden disminuirse de forma importante sin que se comprome-
ta su accién positiva (Garcia Pérez et al. 2006)
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Ademas se debe dar en asociacién con un suplemento de calcio de
hasta 1500 mg/dia. El tratamiento produce también una mejora en la
absorcién intestinal de calcio, que hace posible la suplementaciéon con
dosis mas bajas (Liel et al. 1992).

Efectos secundarios

Los meta-andlisis realizados parecen revelar un ligero incremento
del riesgo relativo (aproximadamente 1,3) de la incidencia de cancer de
mama aunque en ningun caso, de la mortalidad por este hecho. También
aparece un mayor incremento de cancer endometrial pero solo cuando
se hacen tratamientos estrogénicos sin oposicién gestagénica en mujeres
con utero. (Tresguerres 2008)

Debemos considerar pues obligatoria la vigilancia de la mama, me-
diante un control mamografico anual y tener siempre en cuenta la rela-
cién riesgo-beneficio (Ruan et al. 2012) Sin embargo tenemos que tener
en cuenta que no es lo mismo el tipo de tratamiento que se lleva a cabo
en EEUU con estrégenos equinos orales y progestageno de sintesis (ace-
tato de medroxiprogesterona: Progevera) que el que se realiza actual-
mente en Europa con parches transdérmicos de estradiol y progesterona
natural micronizada. Este tltimo tipo de tratamiento no parece que lleve
aparejado riesgos adicionales de cancer de mama mientras que el primer
tipo si lo hace. (Lignieres et al. 2002, Goodman 2012) El efecto de primer
paso a nivel hepético y las caracteristicas del progestageno parecen jugar
un papel preponderante puesto que no aparecen con estrégenos solos o
con progesterona micronizada. (Schmidt et al. 2006).

La via percutanea en parches es la de eleccién hoy dia ,ya que evitan el
efecto de primer paso por el higado con lo que afectan menos la funcién
hepatica con la correspondiente sintesis de proteinas relacionadas con la
coagulacion. Concretamente hay datos de incremento de proteina C reac-
tiva con el uso de estrégenos por via oral que no aparecen cuando se usa
la via transdérmica (Ho et al. 2006, Fait et al. 2006). El progestageno que
se prefiere hoy es la progesterona micronizada a una dosis de 200-400
mg/dia por via vaginal u oral, durante los 10-12 dias finales de cada ciclo
estrogénico (Lignieres et al. 2002, Fournier et al. 2008). También pueden
administrarse conjuntamente con los estrégenos y de forma continuada,
siendo en este caso menor la dosis de progestageno que se utiliza (200mg/
dia). La administracion ciclica conduce a hemorragia mensual, mientras



NACIONAL DE MEDICINA DE ESPANA 611

que con la administracién continua no suele producirse. La administra-
cién de progestagenos puede obviarse en ausencia de ttero.

SERMs Hemos visto como la accién de los estrégenos esta mediada
por dos tipos de receptores diferentes ERo y ERB, que determinan accio-
nes distintas dependiendo del tejido donde actuan Existen también dife-
rentes compuestos no esteroideos que pueden producir efectos estrogé-
nicos selectivos dependiendo del tipo celular en el que ejercen su accién.
Son los denominados SERMs (moduladores selectivos de los receptores
de estrogenos) que presentan efectos anti-estrogénicos de gran interés
farmacolégico y clinico, unidos a acciones estrogenicas beneficiosas en
otros tejidos como vasos sanguineos o hueso. Asi, el tamoxifeno actia
como un antagonista puro del receptor de estrégenos en la mama , in-
hibiendo el crecimiento de la mayoria de los tumores mamarios pero
sin embargo a nivel endometrial estimula su hiperplasia. Mas recien-
temente se ha desarrollado otro SERM llamado raloxifeno que no solo
disminuye el cancer de endometrio y el de mama, sino que también tiene
efectos beneficiosos sobre la osteoporosis. El toremifeno es otro SERM
mas reciente aun. Existe la posibilidad de obtener SERMs ideales que
se puedan utilizar en terapias de reemplazamiento hormonal para pre-
venir la osteoporosis y las alteracionaes vasculares de la menopausia y
reducir la incidencia de cancer de mama y endometrio sin otros efectos
secundarios significativos. La existencia de las dos isoformas de los ERs,
(Kuiper et al. 1997, 1998) ha creado ademas la oportunidad de obtener
ligandos especificos para cada una de ellas. Seria posible, por ejemplo, el
desarrollo de un antagonista especifico del ERa para prevenir el cancer
de mama, o de un agonista especifico del ERB con efectos beneficiosos
en el sistema nervioso.

NUEVAS TEORIAS SOBRE LA MENOPAUSIA

Durante muchos afios todos los médicos involucrados en el estudio
de la reproducciéon habiamos aceptado la teoria, que la produccién de
gametos en el ovario ocurria exclusivamente durante el periodo intra-
uterino. Que al final del 5° mes las células del saco vitelino que habian
colonizado la cresta genital se habian divido dando origen a oocitos que
iniciaban la meiosis y quedaban bloqueados en la fase de leptotene en
la cortical del ovario. Estos oocitos rodeados por una capa de células
epiteliales planas daba origen a los foliculos primordiales ovaricos de los
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que podian contarse hasta 6 millones en el 6° mes de vida embrionaria.
(Findlay et al. 2015).

El numero de foliculos primordiales que constituyen la «reserva ova-
rica» es un importante determinante de la longitud de la vida del ovario y
por lo tanto de la fertilidad del individuo. El nimero maximo se estable-
ce durante la vida intrauterina en el 5° mes de embarazo. En condiciones
fisiolégicas el nimero dependera de las células germinales primordiales
que aparecen en el epiblasto del embriéon que migraran a las génadas en
desarrollo. (Findlay et al. 2015) y que se encuentran sometidas a atresia
generalmente por autofagia.

Una parte de estos foliculos va a sufrir procesos de apoptosis de for-
ma que en el momento del nacimiento solo quedan 2.000.000. De estos a
su vez en la pubertad solo hay medio millén que son los que van a iniciar
los procesos de reclutamiento, desarrollo y dominancia dando lugar a
los ciclos menstruales con las variaciones hormonales asociadas que su-
ponen aumento de estrégenos en la primera fase del ciclo y a partir de la
ovulacion de nuevo aumento de estréogenos y esta vez también con pro-
gesterona. Al final del ciclo disminuyen todas las hormonas y comienza
un nuevo ciclo con el reclutamiento de varias docenas de foliculos que
van a seguir todo el proceso de nuevo.

De esta forma transcurridos 35 afios de vida fértil ,se agotaria la po-
blacién de foliculos y apareceria la menopausia.

En la especie humana y también en la ratona , las cantidades de fo-
liculos primordiales que se forman en la etapa prenatal y luego en la
etapa reproductiva se encuentran frenadas en su ulterior desarrollo por
la hormona Antimiilleriana. Si eliminamos esta hormona mediante un
KO para la misma los foliculos maduran de forma explosiva de manera
que desaparecen en semanas generando un equivalente a la menopausia
precoz. (Rodrigues et al. 2008).

Sin embargo recientemente (Bukovsky & Caudle 2012) ha consegui-
do demostrar de forma evidente que durante el periodo que va desde la
menarquia hasta los 38 afios mas o menos se produce un nuevo periodo
de produccion de gametos femeninos a partir de células troncales ova-
ricas que estan presentes en la falsa tanica albuginea del ovario. Estos
datos han sido también constatados por (Gougeon 2015).

Estas células troncales van a seguir dos caminos paralelos en su evo-
lucién de forma que van a conducir por un lado y gracias a su migracién
directa hacia la cortical ovarica, a la aparicion de las células granulosas
que primero forman una especie de cordones celulares (Bukovsky 2011)



NACIONAL DE MEDICINA DE ESPANA 613

y luego forman una especie de nidos a donde van a alojarse los oocitos
con lo que estos quedan rodeados por dichas células granulosos. Por el
otro, y a través de una migracién a través del sistema vascular intraovari-
coy con la colaboracion de niveles hormonales adecuados y la de células
del sistema inmunitario, a la aparicién de los propios oocitos que se alo-
jaran en los nidos de células granulosas.. De esta forma existe un nuevo
periodo durante el cual se vuelve a reanudar la formacién de foliculos
ovaricos entre los 15 y los 38 afios.

El propio Bukovsky (2015) sefiala la necesidad de disponer de un
sistema inmunitario en pleno funcionamiento para que se verifique la
oogenesis durante el denominado «prime time» reproductivo. De hecho,
aunque en la tinica albuginea de los ovarios de las mujeres menopéu-
sicas siguen existiendo células troncales (Joo et al. 2014, Bhartiya et al.
2016) estas no son capaces de derivar hacia oocitos y células granulosas
precisamente porque el sistema inmunitario ya ha disminuido su fun-
cién (Gaytan et al. 1994). De hecho si cultiva las células troncales en
presencia de células mononucleares y Th8 consigue restablecer la forma-
cién de foliculos con posibilidad de fecundacién. (Gilrichst et al. 2004,
Bukovsky 2016). Incluso es mas, simplemente con la transfusién de una
cantidad pequena (500 ml) de sangre procedente de una mujer joven en
la mitad de la fase folicular se puede conseguir de nuevo fertilidad en
mujeres menopausicas. Esto se puede conseguir también transplantando
solo los monocitos y células asociadas. (Bukovsky 2015). Esto se basa en
datos previos de Kaiser (2014) y de Villeda et al. (2014) que demostraron
en otros modelos de envejecimiento el poder rejuvenecedor de las trans-
fusiones de sangre de individuos jovenes a viejos.

La oogenesis de los mamiferos que conduzca a disponer de oocitos
fertilizables es un complejo fenémeno que lleva aparejada la interaccion
de diferentes tipos celulares a la vez que una muy precisa relacién recipro-
ca entre oocito y foliculo con variedad de nutrientes, citoquinas , factores
de crecimiento y hormonas en funcién de la fase de desarrollo en que se
encuentren. (Wang et al. 2017) pero que puede ser reproducido in vitro.

La criopreservacion de oocitos y de ovarios es hoy en dia la manera
en que se puede preservar o restaurar la funcién reproductiva en mujeres
que han sido sometidas a tratamientos que conducen a una esterilidad
total o parcial. La tecnologia que permite la preservacién de los oocitos
conocida como banco de huevos es también la via para mantener la bio-
diversidad de organismos raros, o en peligro de extincién o también para
la cria de individuos con interés medico o agricola.
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La clave es que la oogenesis es un proceso gradual en el que se van
adquiriendo en diferentes etapas de diferenciacién las propiedades nece-
sarias para presentar capacidad de desarrollo de manera que son espe-
cialmente importantes los momentos en que las diferentes estrategias de
intervencién se llevan a cabo para conseguir la calidad oocitaria deseada
en cada caso. (Rodrigues et al. 2008).

Si se transplantan células troncales procedentes del liquido amnié-
tico (Xiao et al. 2014) o de medula 6sea (Lee et al. 2007) procedentes de
hembras fértiles a la sangre de hembras sometidas a irradiacién ovarica
y por lo tanto estériles, dan lugar a la formacién en dichos ovarios de
foliculos que son potencialmente fecundables. Como se ha visto en los
experimentos de estos autores donde se consiguen crias con coloracién
de proteina verde fibrilar (Xiao et al. 2014). Esto indicaria la existencia
en liquido amniético y en la medula ésea de células vinculadas al ovario.

También si se transplantan células troncales ovaricas (OSC) proce-
dentes de los ovarios de una ratona transfectada con proteina fibrilar
verde a los ovarios de una ratona irradiada de forma que sus ovarios no
tiene foliculos de ninguna clase los foliculos se desarrollan y si esta hem-
bra se cruza da lugar a crias con el marcaje correspondiente. (Abban y
Johnson 2009, Silvestris ef al. 2015).

Estos datos extremadamente recientes abren nuevas perspectivas a
todo lo que significa por un lado prolongar los afios de fertilidad en fallo
oarico precoz e incluso en la menopausia normal propiamente tal.

MENOPAUSIA Y ESTRES OXIDATIVO

Hay muchas evidencias que sugieren que el declive en la funcién ova-
rica que tiene lugar en la menopausia se asocia a un incremento esponta-
neo del estrés oxidativo y de las citoquinas pro-inflamatorias en dicho 6r-
gano. La deficiencia de estrégenos también parece aumentar la respuesta
inflamatoria celular a través de estas citoquinas mediante el estimulo del
namero de receptores y otros cofactores, potenciando de esta forma sus
efectos [ Pfeilschifter 2002].

Existe una disminucién de la funcién mitocondrial con la edad, y
mas concretamente una disminucién de la expresién de varios genes que
codifican algunas de las proteinas que intervienen en la sintesis de ATP.
Este fenémeno puede deberse al incremento de estrés oxidativo que se
puede observar en el liquido folicular.
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Alrededor de un 2% del oxigeno empleado por la mitocondria no es
reducido completamente, «escapando» del sistema en forma de radicales
libres *O, y H,O,.

El organismo ha desarrollado mecanismos de defensa, generalmente
conocidos como antioxidantes, para protegerse de la accién de dichos
radicales. El «modus operandi» es o bien evitar su formacién, o neutra-
lizarlos o facilitar la reparacién del dafio inducido. Estos antioxidantes
estan constituidos fundamentalmente por: Superéxido dismutasa (SOD)
que constituye al primera linea de defensa enzimatica frente a la produc-
cién de radicales intracelulares.

Glutatién peroxidasa (GPx) La GPx cataliza la reduccién del H,0, y
los hidroperéxidos organicos a H,0 y alcohol, respectivamente, usando
glutation reducido (GSH) como donante de electrones.

Catalasa (CAT).Este enzima cataliza la descomposicién de H,O, a
H,O. Se localiza principalmente en los peroxisomas, y su distribucién
tisular es similar a la de SOD. Glutatién Se trata de un tripéptido tiélico
presente en la mayoria de las células de animales y plantas (Ji y Hollan-
der, 2003). Que interviene en reacciones redox. Es uno de los antioxi-
dantes mas abundante de la célula, reaccionando directamente con los
radicales libres, o bien por medio de la GPx.

El estrés oxidativo tiene lugar cuando exista un exceso de produccion
de especies reactivas, a una deficiencia de agentes antioxidantes, o a una
conjuncién de ambas circunstancias.

Las especies reactivas, y especialmente el radical *OH, reaccionan
con los dobles enlaces de las bases puricas y pirimidinicas del DNA, ge-
nerando derivados con alta capacidad mutagénica. De especial impor-
tancia es el dafo inducido al DNA mitocondrial (mtDNA), ya que esta
expuesto a gran cantidad de especies reactivas generadas durante la res-
piracién mitocondrial (Shigenaga y cols., 1994).

Dario oxidativo a lipidos: peroxidacién lipidica.Se trata de un proce-
so por el cual los lipidos, especialmente los 4cidos grasos poliinsaturados
(PUFA), son atacados por radicales libres, originando una reaccién en
cadena que se autopropaga hasta oxidar, teéricamente, todos los dcidos
grasos del sistema afectado (membrana celular, membrana mitocondrial,
etc.). (Oh-ishi y cols., 2003; Mallol Mirén y cols., 2004).

Oxidacién de proteinas El dafio oxidativo afecta también a las protei-
nas, alterando su estructura y funcién. Estos procesos inducen alteracio-
nes de la estructura funcion de las proteinas alteradas, lo que afectaria a
la fisiologia celular (Quiles y cols., 2004; Sastre y cols., 2000).
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Estrés oxidativo y ovario

Se ha visto que existe una disminucién de la funcién mitocondrial
con la edad en varios tejidos, y mas concretamente una disminucién de
la actividad de varios enzimas mitocondriales y de algunos elementos de
la cadena de transporte electrénico.

El liquido folicular supone el microambiente especifico para el de-
sarrollo del oocito (Agarwal et al. 2003). Y tiene un importante papel en
su calidad, implantacién y desarrollo temprano. Este entorno , unido
a las células granulosas , esteroides y factores de crecimiento contie-
ne leucocitos y macréfagos y citoquinas que son productores de ROS.
(Attaran et al. 2000). Un desequilibrio en la producciéon de ROS bien
sea por dichos elementos o por un metabolismo alterado en el liquido
folicular puede tener un efecto adverso sobre todos los procesos men-
cionados

El aumento de radicales libres puede ser téxico para la formacion
del embrién mientras que unos niveles fisiolégicos de ROS puede ser
indicativo de oocitos sanos que se desarrollan normalmente [Jana et al.
2010]. Por eso el estudio que hemos llevado a cabo ha sido medir los
parametros de estrés oxidativo en el liquido folicular de donantes de oo-
citos sanos y jovenes y compararlos con dichos parametros medidos en
pacientes de menos de 35 afos con baja respuesta a las gonadotropinas.
Se han medido , TNF alfa ,IL1 , IL 6 ,Malonildialdehido, VEGF etc que
se viene usando como marcadores en muchos tejidos en alteraciones
relacionadas con el estrés oxidativo [Shacter 2000; Dalle-Donnel et al.
2003;Cherubinia et al. 2005; Lykkesfeldt 2007].

El foliculo antral la diferenciacién de las células somaticas que ro-
dean al oocito a células del ciimulo es esencial para el desarrollo y viabi-
lidad del oocito (Eppig et al. 1996. Dumesic et al. 2015). Las células del
cumulo llevan a cabo caracteristicas funcionales distintas de las grnulo-
sas con un mayor grado de proliferacion ,baja capacidad esteroidogénica
y baja expresion de los receptores para LH (Thomas et al. 2003, Gilchrist
et al. 2004). Estos cambios son dependientes de los factores secretados
por el oocito (Wei et al. 2016,m When et al. 2010).

Los valores de LPO tienen una correlacion negativa con la fertiliza-
cion ,como vieron ya Oyawoye et al. (2003), que también observaron que
valores bajos de actividad antioxidante total predicen la existencia de un
potencial de fertilizacion reducido Igualmente la reduccién de los antio-
xidantes tiene la misma significacion. (Paszkowski et al. 1995).
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La melatonina es capaz de proteger la funcién mitocondrial en algu-
nas situaciones patolégicas en las que se liberan radicales libres que son
precisamente los responsables de la lesién mitocondrial. Esto ocurre en
la isquemia reperfusion o en la administracién de sustancias inflamato-
rias o también en modelos experimentales de envejecimiento acelerado
Ademas de reducir el estrés oxidativo, la melatonina puede disminuir la
NO sintasa mitocondrial reduciendo por lo tanto la producciéon de NO y
peroxinitritos en la mitocondria que son moléculas capaces de alterar su
funcion. (Kireev et al. 2013, Paredes et al. 2015).

DATOS DEL ESTUDIO TAMBRE

En lo que respecta a nuestros propios resultados ,hemos podido ver
que comparando los valores de los distintos parametros medidos en el
liquido folicular de pacientes con pobre respuesta a las gonadotropinas,
procedentes de un programa de FIV .con los de donantes de oocitos de
ese mismo programa, hemos obtenido los resultados que se describen a
continuacion:

Se compararon los niveles de enzimas antioxidantes en ambos gru-
pos de mujeres, pacientes y donantes encontrandose unas diferencias
significativas en los niveles de antioxidantes encontrados en el liquido
folicular.

Concretamente las concentraciones de glutation transferasa (GST),
glutation reductasa (GR) asi como la actividad de glutation peroxidasa
(GPx) son significativamente mas bajas en las pacientes con baja res-
puesta al compararlas con las donantes de oocitos. (Figura 1).

Los datos de malondialdehido (MDA) del liquido folicular correspon-
dientes a las medidas de estrés oxidativo estaban incrementados signifi-
cativamente en las pacientes con baja respuesta al compararlas con las
donantes. (Figura 2).

Los niveles de los metabolitos del 6xido nitrico (NOx) fueron también
significativamente mayores en las pacientes (Figura 3).

Los datos de los marcadores de inflamacién pueden verse en la ta-
bla 3. Los niveles de IL-6 eran mas elevados significativamente en las
pacientes con baja respuesta (0,083 + 0,01 pg/ml) comparadas con las
donantes de oocitos (0,023 + 0,003 pg/ml) (p<0,004) (Figura 4) lo mismo
que los niveles de interleuquina (IL-8) que era mas alta en pacientes (2,71
+ 0,16 pg/ml) que en donantes (1,85 = 0,1 pg/ml) (p=0.0024) (Figura 5).
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El nivel de factor de crecimiento endotelial (VEGF) era casi el doble
en las pacientes (20,6 + 1,67 pg/ml) que en las donantes (12,6 + 0,6 pg/
ml) (p=0.0156) (Figura 6).

No se encontraron diferencias significativas en el liquido folicular en
las concentraciones de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alpha) entre
ambos grupos (Figura 7).

Table 1. — Enzimas antioxidants del liquid follicular : glutation peroxidasa (GPx), Glu-
tation transferasa (GST) and glutation reductasa (GR)en donantes y pacientes con baja
respuesta ovarica.

Media =+ SD Donantes | Pacientes | P valor
GPX (nmol x min/mg de proteinas) 8,4+0,3 74+0,3 0,083
GST (nmol / min/mg de proteinas) 0,7 +0,03 0,5+ 0,03 0,002
GR (nmol / min/mg de proteinas) 1,509+ 0,064 | 0,94+ 0,045 | <0,0001

Table II. -Marcadores de estres oxidativo en el liquid follicular malondialdehido (MDA)
vy metabolites del oxido nitrico (NOx) en donates y pacientes con baja respuesta ovdrica .

Media = SD Donantes | Pacientes | P valor
MDA (pmol/mg de proteinas) 253+ 1,4 39,5+ 4,1 0,039
NOx (nmol/ml de proteinas) 0,34 + 0,03 1,2 + 0,08 0,0039

Tabla III.- Citoquinas como marcadores de inflamacion: interleukina-6 (IL-6), interleu-
kina-8 (IL-8), tumor necrosis factor alpha (TNF- o) y vascular endothelial growth factor
(VEGF) en donantes y pacientes con baja respuesta ovdrica .

Mesia + SD Donantes Pacientes P valor

IL-6 (pg/ml) 0,023 + 0,003 0,083 + 0,01 <0,004

IL-8 (pg/ml) 1,85+ 0,1 2,71 + 0,16 0.0024
TNF-X (pg/ml) 0,0044 + 0,0008 0,0038 + 0,0004 0.63
VEGF (ng/ml) 12,6 + 0,6 20,6 + 1,67 0.0156
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Figura 1. — Actividad de Glutation transferasa (GST) en liquid follicular de donantes
y pacientes
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Figure 2.- Contenido en Malondialdehido (MDA) (pmol/mg of proteinas) en liquido
follicular de donantes y pacientes .
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Figura 3.- Niveles de metabolites de oxido nitrico (NOx) (nmol/mg de proteinas)
en donantes y pacientes.
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Figura 4.- Niveles de Interleukina-6 (IL-6) en liquid follicular de donantes y pacientes.
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Figure 5- Niveles de Interleukina-8 (IL-8) en liquid follicular de donantes y pacientes.
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Figure 6- Niveles de vascular endothelial growth factor (VEGF) en liquid follicular
de donantes y pacientes.
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Figure 7.-Niveles de Tumoral necrosis factor (TNF alpha) en liquid follicular de pacien-
tes y donantes.
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Por todo lo anteriormente mencionado, podemos deducir que el ex-
ceso de marcadores de estres oxidativo y la disminucién de antioxidantes
enddgenos en el liquido folicular, puede contribuir en un primer escalén
a la disminucién de la capacidad de respuesta folicular a las gonado-
tropinas, y en un segundo escalén a un aumento de la apoptosis de los
mismos, con la aparicién de una menopausia precoz.
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