REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Efecto de una reproduccion continuada o inter mitente sobre la funcion
reproductiva de hembras deraton de edad avanzada

Effect of continuous or intermittent reproduction on reproductive function of
aged female mice

Gomez-Piquer V*, Rausell F', Hermenegildo C?3, Garcia-Pérez MA2“, Cano AS, Tarin JJ

‘Departamento de Biologia Funcional y Antropologia Fisica. Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Valencia.

2Unidad Mixta de Investigacion, Hospital Clinico Universitario de Valencia.
3Departamento de Fisiologia, Universidad de Valencia.

‘Departamento de Genética, Universidad de Valencia.

*Departamento de Pediatria, Obstetriciay Ginecologia, Facultad de Medicina, Universidad
de Valencia.

Resumen

Objetivos: Determinar el efecto del grado de paridad de hembras de ratén de edad reproductiva
avanzada sobre su eficacia reproductiva y cese de su vida reproductiva.

Métodos: Ratonas hibridas F1 (hembra C57BL/6JIco X macho CBA/6JIco) de 51 semanas de edad se
emparejaron, por primera vez y hasta el cese de su vida reproductiva, con machos hibridos virgenes
de 12-14 semanas de edad siguiendo un sistema de reproduccién continuada (las hembras y sus ma-
chos respectivos se mantuvieron siempre juntos) o intermitente (las hembras permanecieron aisladas
sin la presencia de sus machos respectivos durante el embarazo y el periodo de lactancia).

Resultados: El sistema de reproduccién continuada (alta paridad) se asocié con un menor porcentaje
de camadas con al menos un lechal canibalizado, mayor tamafio de camada tanto en el nacimiento
como en el destete, menor mortalidad pre-destete de las crias y mayor peso corporal de los lechales
en el destete, cuando se comparé con el sistema de reproduccion intermitente (baja paridad). No obs-
tante, la mortalidad de las hembras sometidas al sistema de reproduccion continuada antes del cese
de la vida reproductiva fue mayor que la exhibida por las ratonas expuestas al sistema de reproduc-
cion intermitente. No se encontraron diferencias significativas entre grupos con respecto a la edad de
las hembras en el momento del cese de |la vida reproductiva.
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Conclusiones: Un sistema de reproduccion continuada o de alta paridad se asocia con una mayor
eficacia reproductiva que un sistema de reproduccion intermitente o de baja paridad. El grado de
paridad no afecta el momento del cese de la vida reproductiva de las hembras cuando éstas se apare-
an por primera vez a una edad reproductiva avanzada.

Palabras clave: Edad materna. Eficacia reproductiva. Envejecimiento. Paridad. Sistema
de reproduccion.

Summary

Purpose: To ascertain the effect of parity degree of reproductively old female mice on reproductive
fitness and end of reproductive life.

Methods: Hybrid F1 female mice (female C57BL/6JIco X male CBA/6JIco) of 51 weeks of age were
paired for the first time and until the end of their reproductive life with virgin hybrid males of 12-14
weeks of age following a continuous (females and their respective males were kept always together)
or intermittent (females were kept alone without the presence of their respective males during preg-
nancy and lactation) system of reproduction.

Results: The continuous system of reproduction (high parity) was associated with lower percentage
of litters with at least a pup cannibalized, higher litter size at birth and at weaning, decreased pre-
weaning mortality and higher body weight at weaning of pups when compared to the intermittent sys-
tem of reproduction (low parity). However, the mortality of females before reaching the end of their
reproductive life put under the continuous system of reproduction was higher than that exhibited by
females put under the intermittent system of reproduction. No significant differences between groups
in age of females at the end of their reproductive life were detected.

Conclusions: A continuous system of reproduction or a system of high parity is associated with hig-
her reproductive fitness than an intermittent system of reproduction or system of low parity. The pa-
rity degree has no effect on cessation of female reproductive life when females are paired for the first
time at an advanced reproductive age.

Key words: Aging. Maternal age. Parity. Reproductive fitness. Reproduction system.

INTRODUCCION

En hembras de mamiferos, la reserva de foliculos
primordiales disminuye desde el nacimiento hasta el
cese de la vida reproductiva de las hembras, momen-
to en el cual, esta préacticamente agotada (1). En otras
palabras, el nimero de foliculos primordiales limita
la fertilidad de las hembras, asi como el periodo de
vida reproductiva de las mismas (2, 3).

Es bien conocido que los ciclos ovaricos se inhi-
ben durante el periodo de gestacion y lactancia. La
inhibicion durante la gestacion podria deberse a los
elevados niveles de progesterona circulantes que se
alcanzan durante el embarazo. De hecho, se ha de-
mostrado que, en ratonas prefiadas, existe un menor
numero de foliculos que comienzan el crecimiento
por unidad de tiempo (4). Ademas, en ratas de media-
na edad tratadas con implantes de progesterona u
obligadas a experimentar mdltiples gestaciones, se ha
observado un retraso en la edad a la que alcanzan el
final de su vida reproductiva. También, €l tratamiento

prolongado de ratas jovenes con implantes de proges-
terona se asocia con la conservacion de la reserva fo-
licular cuando alcanzan una edad reproductiva avan-
zada (5).

Por otro lado, durante parte del periodo de lactan-
cia se suprimen los ciclos ovéricos debido a las sefia-
les nerviosas, causadas por la succion, que llegan al
hipotalamo procedentes de las mamas. Estas sefiales
nerviosas provocan la secrecion de prolactina e inhi-
bicién de la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas en el hipotdlamo, lo cual inhibe a su
vez la liberacion de las gonadotropinas hipofisiarias,
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona lutei-
nizante (LH), necesarias para €l reclutamiento folicu-
lar y ovulacién, respectivamente.

No es de extrafiar, por |o tanto, que numerosos es-
tudios epidemioldgicos indiquen que las mujeres con
elevada tasa de paridad muestran un retraso en la apa-
ricion de la menopausia (6). Ademas, en ratones, se
ha observado que si se retiran las crias de la madre
inmediatamente tras el nacimiento, no permitiendo la
lactacién, las hembras experimentan un retraso en €l
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agotamiento de la reserva folicular asociada con el
envejecimiento reproductivo femenino (7).

El presente estudio tiene como objetivo determi-
nar los efectos del grado de paridad de hembras de ra-
tén sobre su eficacia reproductiva y edad del cese de
su vida reproductiva. No obstante, debido a que la
tendencia actual de las mujeres de la sociedad occi-
dental es retrasar la maternidad hasta bien entrada la
década de los 30 6 incluso los 40, es decir cerca del
final de la vida reproductiva, nuestro estudio se cen-
tra en ratonas emparejadas con machos por primera
vez a edades reproductivas avanzadas. Con esta estra-
tegia, se pretende averiguar si el efecto beneficioso
de una paridad €elevada sobre |a eficacia reproductiva
femenina, observado en trabgjos previos utilizando
hembras jovenes (8), acontece también en hembras de
edad reproductiva avanzada, cuando la reserva folicu-
lar estd mermada.

MATERIAL Y METODOS

Cepay mantenimiento de los ratones

Todos los animales de experimentacion utilizados
en este estudio fueron tratados siguiendo las directri-
ces del Nacional Research Council’s (NRC) publica-
tion Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(1996). Las hembras hibridas (hembra C57BL/6JIco
X macho CBA/6JIco) de ratén se mantuvieron desde
el destete, en grupos de 10, en jaulas de plastico de
35,5 x 23,5 x 18,5 cm, y se alimentaron con dieta es-
tandar de laboratorio y agua ad libitum, en una habi-
tacion bajo condiciones controladas de fotoperiodo
(24 horas de luz:10 horas de oscuridad, encendiéndo-
se laluz alas 0800 h) y temperatura (21-23°C). Las
hembras virgenes seleccionadas al azar se cruzaron
individualmente a las 51 semanas de edad en jaulas
de pléstico de 26,5 x 20,5 x 13,5 cm con un macho
hibrido de 12-14 semanas de edad, también seleccio-
nado al azar. Las hembras se cruzaron utilizando dos
sistemas de reproduccioén distintos: continuo (23
hembras) e intermitente (32 hembras).

Sistema de reproduccién continuada

En este sistema de reproduccién, las hembras se
mantuvieron de forma individual con el mismo ma-
cho durante el resto de su vida reproductiva. El cese
de la vida reproductiva femenina se definié como la
edad de la hembra en el Ultimo parto (parto tras €l
cual no se obtuvo mas descendencia durante un perio-
do de 3 meses). A partir del dia décimo-octavo desde

el cruce con el macho y hasta el final de la vida re-
productiva de cada hembra, las hembras se examina-
ron diariamente para determinar el dia del partoy re-
gistrar el tamafio de la camada y sexo de las crias en
el nacimiento. En el momento del destete, se pesaron
y, a continuacion, se sacrificaron los lechales. Cuando
una hembra alcanzo el final de su vida reproductiva,
se comprobd la fertilidad del macho cruzandolo con
una hembra joven de 10-12 semanas de edad.

Sistema de reproduccién inter mitente

En este sistema de reproduccién, las hembras no
permanecieron con un macho durante toda su vida re-
productiva. En particular, a partir del décimo dia de
cruce con €l macho, las hembras se examinaron dia-
riamente hasta evidenciar la caracteristica distension
abdominal asociada con la gestacion. Cuando el in-
vestigador (VGP) estuvo seguro que la hembra estaba
prefiada, se retird el macho de lajaulay la hembra
permaneci6 aislada durante el embarazo y el periodo
de lactancia. Al igual que en el grupo de reproduc-
cion continuada, en el dia del parto se registraron los
tamafios de camada y los sexos de las crias 'y, en €l
momento del destete, los lechales se pesaron y sacri-
ficaron. Tras el destete, las hembras permanecieron
una semana mas de aislamiento antes del siguiente
cruce con otro macho hibrido de 12-14 semanas de
edad, seleccionado al azar. Esta secuencia de eventos
se repitio hasta que las hembras alcanzaron el final de
su vida reproductiva. Llegado ese momento, se com-
probd la fertilidad de cada uno de los machos empa-
rejandolos con una hembra joven de 10-12 semanas
de edad.

Andlisis estadistico

Para llevar a cabo el andlisis estadistico, los datos
obtenidos de hembras de reproduccién continuada
(alta paridad) o reproduccion intermitente (baja pari-
dad) fueron agrupados en 6 intervalos de 8 semanas
comenzando a las 53 semanas de edad (la edad mas
pequefia de las hembras de reproduccién continuada
en el momento del primer parto). Se Seleccionaron
intervalos de 8 semanas porgue las hembras de repro-
duccion intermitente mostraron interval os entre par-
tos de (8 semanas.

Se aplicaron disefios anidados de efectos mixtos y
fijos de andlisis de la varianza (ANOVA) y covarian-
za (ANCOVA) para la comparacion de medias. Los
disefios anidados se emplearon para controlar la posi-
ble correlacion entre ratones hermanos procedentes
de una madre particular y evitar un aumento sesgado
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del tamafio muestral (9). La prueba de Kolmogorov-
Smirnov de una muestra se aplico para comprobar
gue las variables estaban normalmente distribuidas.
Con objeto de estabilizar la varianza, se utilizo la
transformacién arcoseno de los porcentajes. Las dife-
rencias en la proporcion de machos entre grupos se
evalud utilizando métodos de regresién logistica bi-
nomial automatizada, basada en |la seleccion de varia-
bles por pasos hacia delante. Se aplico la prueba bi-
nomial de una muestra para contrastar la hipotesis
nula que la probabilidad de ser macho en cada grupo
erade 0,5. El efecto del sistema de reproduccién so-
bre la proporcién de camadas con al menos una cria
canibalizada se determin6 usando un modelo log-li-
neal jerarquico basado en la eliminacién por pasos
hacia atras de aquellos términos que no satisfacian €l
criterio para permanecer en el modelo. Los modelos
log-lineal son similares a los de regresion maltiple, a
excepcion que estan formulados para el andlisis de
datos categoricos. Los modelos log-lineal son utiles
para revelar las complejas relaciones que en potencia
pueden existir entre varias variables categoricas dis-
puestas en una tabla cruzada de multiples vias. La
prueba exacta de Fisher se utilizo para comparar fre-
cuencias en tablas de contingenciade 2 x 2. La signi-
ficatividad de una prueba se definié como P (0,05. El
analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el
Paquete Estadistico para Ciencias Sociales (SPSS
Inc., Chicago, IL).

RESULTADOS

Tal como era de esperar por el disefio experimen-
tal, las hembras del grupo de reproduccién continua-
da presentaron un namero significativamente (P
(0,0005) mayor de partos con respecto al grupo de
hembras de reproduccion intermitente (4,2 + 0,2 par-
tosvs. 2,3 (0,1 partos; Fig. 1).

El porcentaje de camadas con a menos un lechal
canibalizado fue significativamente (P < 0,05) mayor
en el grupo de hembras con reproduccion intermiten-
te (Fig. 2). Este porcentaje aumento significativamen-
te (P < 0,05) a medida que se increment6 la edad de
las madres.

Ademas, el grupo de hembras con reproduccion
intermitente exhibieron un tamafo de camada en el
nacimiento (P < 0,0005; Fig. 3A) y en el destete (P <
0,0005; Fig. 3B) significativamente menor que €l pre-
sentado por el grupo de hembras con reproduccién
continuada. Por otra parte, la mortalidad pre-destete
de los lechales de hembras con reproducci6n intermi-
tente fue significativamente (P < 0,05) mayor que la
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Efecto de la edad de las hembras sobre el nimero de par-
tos experimentados por ratonas sometidas a un sistema de
reproduccién continuada o intermitente.

mortalidad pre-destete de los lechales del grupo de
hembras con reproduccion continuada (Fig. 3C). Los
tamafos de camada en el nacimiento y en el destete
disminuyeron significativamente a medida que au-
mentd tanto la edad de las hembras (P< 0,001y P <
0,002, respectivamente) como el nimero de partos
(covariable; P < 0,05y P < 0,05, respectivamente).
La mortalidad pre-destete se increment6 (P < 0.001)
con la edad de las hembras y disminuy6 a medida que
aumento el tamafo de la camada en el nacimiento
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Efecto de la edad de las hembras sobre el porcentaje de
camadas con al menos un lechal canibalizado en ratonas
sometidas a un sistema de reproduccion continuada o
intermitente.
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(covariable; P < 0,001; coeficiente de regresién = -
0,240 (0,111).

El porcentaje de machos en el nacimiento (Fig.
4A) y en el destete (Fig. 4B) no se vio afectado por €l
sistema de reproduccion de las hembras, la edad de
las hembras, ni el tamafio de la camada en el naci-
miento. Sin embargo, el porcentaje total de machos
en el nacimiento y en el destete fue significativamen-
te menor a la frecuencia esperada del 50% en €l gru-
po de hembras de reproduccién continuada (44%,

232/523, P < 0,05, en €l nacimiento y 43%, 217/501,
P < 0,005, en el destete).

El peso de los lechales en el destete fue significa-
tivamente (P < 0,0005) menor en el grupo de hembras
de reproduccion intermitente que en el grupo de hem-
bras de reproduccion continuada (Fig. 5). El peso de
los lechales en el destete aument6 (P < 0,0005) con la
edad de las hembras, pero disminuy6 a medida que
aumento el tamario de la camada en el destete (cova
riable; P < 0,0005; coeficiente de regresion = - 0,710
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Efecto de la edad de las hembras sobre el tamafio de las
camadas en el nacimiento (A) y en el destete (B) en ratonas
sometidas a un sistema de reproduccién continuada o in-
termitente. El panel C muestra el efecto de la edad de las
hembras sobre €l porcentaje de mortalidad pre-destete ex-
hibido por los lechales procedentes de ratonas sometidas a
un sistema de reproduccion continuada o intermitente.
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Figura4
Efecto de la edad de las hembras sobre el porcentaje de
machos en el nacimiento (A) y en el destete (B) en los le-
chales procedentes de ratonas sometidas a un sistema de
reproduccién continuada o intermitente.
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+ 0,408). Los machos presentaron un mayor peso cor-
poral en el destete que las hembras (P < 0,0005; 12,1
+ 0,1 en machosvs. 11,5 + 0,1 en hembras).

El sistema de reproduccion continuada se asocio
con una mayor mortalidad de las ratonas madres an-
tes de concluir su vida reproductiva. En concreto, an-
tes de terminar su vida reproductiva, se murieron 11
de las 23 (48%) hembras del grupo de reproduccion
continuada (8 por razones desconocidas, 2 durante el
embarazo y 1 durante el parto). Por el contrario, sélo
7 de las 32 (22%) hembras con reproduccion intermi-
tente perecieron antes de concluir su vida reproducti-
va (2 durante el parto o pocos dias después del mis-
mo, 3 con signos de infeccion uterina tras practicar
unanecropsiay 2 por razones desconocidas).

Finalmente, una vez eliminadas del andlisis las ra-
tonas que murieron antes de terminar su vida repro-
ductiva y tras afadir 4 semanas a la edad del Ultimo
parto en el grupo de hembras con reproduccion inter-
mitente, para de esta forma corregir el sesgo ocasio-
nado por el aislamiento de 4 semanas sufrido por es-
tas hembras después de cada parto, no se encontraron
diferencias significativas entre grupos con respecto a
la edad de la madre en el Ultimo parto (73,9 £3,5 se-
manas en el grupo de hembras con reproduccién con-
tinuada vs. 80,0 + 1,7 semanas en el grupo de hem-
bras con reproduccién intermitente). Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre grupos
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Efecto de la edad de las hembras sobre el peso corporal de
los lechales procedentes de ratonas sometidas a un sistema
de reproduccion continuada o inter mitente.

con respecto a la edad de la madre en el Ultimo parto
con a menos un hijo nacido vivo (73,4 £ 3,6 semanas
en el grupo de hembras con reproduccion continuada
vs. 67,3 = 2,0 semanas en el grupo de hembras con
reproduccion intermitente). Todos los machos mos-
traron ser todavia fértiles cuando sus respectivas
hembras alcanzaron el final de su vida reproductiva.

DISCUSION

Aunque cabria esperar que un sistema de repro-
duccion continuado redujese la viabilidad de las cri-
as, debido a la demanda nutricional por parte de los
lechales mientras la madre esta gestante de la si-
guiente camada, nuestros datos muestran que un sis-
tema de reproduccion continuada (alta paridad) se
asocia con un menor porcentaje de camadas con al
menos un lechal canibalizado, mayor tamario de ca-
mada tanto en el nacimiento como en el destete, me-
nor mortalidad pre-destete de las crias y mayor peso
corporal de los lechales en el destete, cuando se com-
para con un sistema de reproduccién intermitente (ba-
ja paridad). Estos datos apoyan el trabajo de
Schreiber et al. (8), el cual muestra que la supervi-
vencia post-parto de las crias de ratén procedentes de
hembras aisladas en un periodo prey post-parto se ve
altamente reducida comparando con el grupo de le-
chales procedentes de madres que permanecen conti-
nuamente con el macho.

Nuestro estudio también est4 en consonancia con
el trabajo de Asdell et al. (10) que muestra que el
proceso de reproduccion por si solo podria estimular
la capacidad reproductiva de hembras de rata. En
concreto, Asdell et al. (10) encontraron que las hem-
bras virgenes presentan una aparicién més temprana
de irregularidades y cese de los ciclos estrales, com-
paradas con hembras parideras. Es decir, a mayor pa-
ridad, mayor eficacia reproductiva.

Stephanson et al. (11) analizaron un grupo de mu-
jeres suecas entre su primera y segunda gestacion.
Tras ajustar |os datos a las caracteristicas maternas
(edad, nivel de educacién, habito fumador, pais de
nacimiento, etc) e historia reproductiva previa (mor-
talidad neonatal temprana, hijos de bajo peso parala
edad gestacional en el primer parto, etc), observaron
gue intervalos de tiempo cortos entre gestaciones su-
cesivas, a diferencia de intervalos mas prolongados,
no se asocian con muerte fetal y mortalidad neonatal
temprana. Este hecho ya habia sido observado por
Asdell et al. (10) en hembras de rata mediante |a aso-
ciacion de intervalos de tiempo cortos entre gestacio-
nes con tamafnos de camada mayores aungue, a con-
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trario de lo observado en nuestro estudio, se estable-
ci6 unarelacion inversa entre tamafio de camada y
peso de las crias.

En el presente estudio, a pesar de la mayor efica-
cia reproductiva encontrada en el grupo de hembras
con un sistema de reproduccién continuada, las hem-
bras presentaron una mayor mortalidad antes de con-
cluir su vida reproductiva. Este hecho podria expli-
carse por los repetidos episodios de exposicion a
bajos recursos biol6gicos y nutritivos alos que se ven
sometidas las hembras durante cada gestacion y la
lactancia.

Nass et al. (12) propusieron que, a pesar de que
existe un descenso en la ciclicidad reproductivay en
la fertilidad asociado con el envejecimiento femenino
en muchas especies de mamiferos (13-17), esta situa-
cion podria deberse también a otros factores no rela
cionados con la edad. Sus resultados demostraron que
los ciclos estrales regulares y la secrecion normal de
gonadotropinas en ratas se podian mantener durante
un mayor periodo de tiempo si éstas se emparejaban
con machos fértiles. De hecho, encontraron que des-
pués de 5 meses de cohabitacion con el macho, lare-
gularidad de sus ciclos estrales a los 13-17 meses de
edad fue similar al observado en hembras de 9-13
meses de edad que permanecian aisladas de los ma-
chos. Ademas, observaron que la magnitud y tiempo
de la secrecion de LH en hembras de 15 meses de
edad que cohabitaban con machos eran similares alos
de hembras mas jovenes de 9 meses de edad. Por otro
lado, otros estudios muestran que hembras de rata de
10-12 meses de edad que no cohabitan con machos
presentan un retraso, asi como una menor Secrecion
de LH durante el ciclo estral (18-21).

Miller et al. (22) también observaron gque la mag-
nitud del pico de LH en la tarde de proestro no cam-
bia en hembras de rata entre los 9 y 14 meses de edad
gue cohabitan de forma continua con machos. Todos
estos datos, por lo tanto, nos indican que la conviven-
cia con machos no solo retrasa el cese delaciclicidad
regular, sino que también interviene en el manteni-
miento de la secrecion normal de gonadotrofinas en
ratas.

Con un sistema de reproduccién continuado, se
asegura la posibilidad de estabilizacion social o fami-
liar (8), ya que siempre es el mismo macho quien per-
manece con la hembra hasta el final de su vida repro-
ductiva, evitandose, de este modo, cambios sociales
gue podrian alterar los ciclos estrales de las hembras.
De hecho, la convivencia o condiciones sociales pue-
den influir en la edad a la cual las hembras dejan de
ciclar de formaregular: las hembras cruzadas con
machos alcanzan €l final de su vida reproductiva mas

tarde que las hembras que cohabitan con otras hem-
bras (12). Por otra parte, se sabe que €l hecho de vivir
aisladas acelera la pérdida de ciclicidad en las hem-
bras de rata (23).

A pesar de estas observaciones, en el presente es-
tudio no hemos encontrado diferencias significativas
con respecto a la edad de la madre en el dltimo parto
entre los dos grupos de reproduccion. Este resultado
podria deberse al hecho de que las ratonas utilizadas
en el estudio se aparearon por primera vez con ma-
chos a una edad reproductiva avanzada, momento en
el cual lareserva folicular esta muy mermada y, por
tanto, el factor paridad o sistema reproductivo utiliza-
do ya no podria ejercer su efecto sobre el cese de la
vida reproductiva de las hembras.
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