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Implicancias del factor de crecimiento derivado de
plaquetas By del esfingolipido ceramida-1-fosfato en

patologias reproductivas femeninas con alteraciones
severas en la dinamica folicular

RESUMEN

Este trabajo estd compuesto por dos capitulos referidos a dos patologias
reproductivas femeninas con alteraciones severas en la dindmica folicular, que se
producen de forma iatrogénica. En primer lugar, se estudian las implicancias del factor
de crecimiento derivado de plaquetas B (PDGF-B) en la patogénesis del Sindrome de
Hiperestimulacién Ovérica (OHSS). En segundo lugar, se estudia el efecto protector del
esfingolipido ceramida-1-fosfato (C1P) sobre la foliculogénesis en la Falla Ovarica

Prematura (FOP) ocasionada por gonadotoxicidad de drogas quimioterapéuticas.

I) Sindrome de estimulacion ovarica (OHSS)

El OHSS es una complicacién iatrogénica severa del crecimiento y maduraciéon
folicular ocasionada por la induccién de la ovulacién con gonadotrofinas en
tratamientos de fertilizacion. La prevalencia de OHSS se encuentra entre el 5-10% de las
pacientes que se someten a estas técnicas y una de sus caracteristicas principales es el
aumento de la permeabilidad de la microvasculatura. El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) esta involucrado en la patogénesis de este sindrome,
induciendo alta permeabilidad vascular y, por consiguiente, la presencia de ascitis en
las pacientes. En nuestro laboratorio, hemos demostrado que la inhibicién del VEGF
disminuye la severidad del OHSS en un modelo desarrollado en rata. Pero ademas, para
que exista una vasculatura madura y funcional, colaboran junto al VEGF otros sistemas
angiogénicos, como la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
y la familia de la esfingosina-1 fosfato. Sin embargo, hasta ahora ningin estudio ha

mostrado la posible participacion de estos sistemas en la patologia mencionada.



En base a estos antecedentes, se plante6 la siguiente hipdtesis: La

desregulacion de los sistemas de PDGF y S1P estd involucrada en la patogenia de OHSS,
afectando en parte a la angiogénesis ovdrica y aumentando la permeabilidad vascular
que conduce a la presencia de ascitis observada en este sindrome. Los objetivos
especificos propuestos fueron:

1. Estudiar el efecto in vivo intraovarico que produce el agregado de PDGF-B
sobre la permeabilidad vascular y la angiogénesis ovarica, y su relaciéon con la dindmica
folicular y luteal, y con la esteroidogénesis en un modelo de OHSS desarrollado en rata.

2. Estudiar el transporte de colesterol en fluidos foliculares humanos (FF) de
pacientes sometidas a técnicas de reproduccién asistida (ART) con alto riesgo de
desarrollar OHSS y pacientes controles.

3. Evaluar el efecto in vitro que produce el agregado del esfingolipido S1P al FF
proveniente de pacientes con alto riesgo de desarrollar OHSS sobre un cultivo primario

de células vasculares de musculo liso.

II) Falla prematura ovarica (FOP)

La FOP es un desorden multicausal caracterizado por la desapariciéon o
disfuncién prematura de los foliculos ovaricos, que afecta al 1-2% de mujeres menores
de 40 afios. Estas pacientes presentan amenorrea, hipoestrogenismo y elevados niveles
de gonadotrofinas. Las causas que provocan FOP pueden ser: genéticas, inmunes,
infecciosas y/o iatrogénicas (quimioterapia, radioterapia). La mayoria de las drogas
quimioterapéuticas, tales como ciclofosfamida y doxorubicina, poseen un fuerte efecto
téxico sobre el ovario, afectando tanto la reserva ovarica como la vasculatura. Hasta
ahora, los tratamientos disponibles para FOP no son efectivos.

Por otra parte, se ha demostrado que esfingolipidos como la ceramida, la
esfingosina y sus formas fosforiladas, la ceramida-1 fosfato (C1P) y la esfingosina-1

fosfato (S1P), regulan procesos celulares esenciales, la apoptosis, la migracién y la



angiogénesis. Hasta ahora ningtin trabajo ha evaluado la participaciéon de C1P en ovario
en condiciones patoldgicas, tal como la FOP inducida con quimioterapia.

En base a estos antecedentes, se planted la siguiente hipétesis: E1 C1P protege

al ovario en la FOP inducida por quimioterapia a través de la modulacién de la funcién

ovarica, la mejora de la dindmica folicular y la angiogénesis. Los objetivos especificos

fueron:

1. Analizar el efecto in vivo intraovarico del esfingolipido C1P en ovarios
provenientes del modelo de FOP inducida por quimioterapia desarrollado en ratén
hembra adulto sobre: el desarrollo folicular, la atresia, la apoptosis ovéarica, los niveles
de esteroides sexuales, el desarrollo y estabilidad vascular del ovario, los mecanismos
de transduccion de sefiales, la funcionalidad ovocitaria y la fertilidad de la hembra;

2. Evaluar el efecto in vitro que produce el C1P sobre la viabilidad y la

funcionalidad celular en una linea celular de macréfagos expuestos a quimioterapia.

En cuanto al modelo de OHSS, el tratamiento local con PDGF-B disminuy6 el %
de estructuras quisticas, los niveles de progesterona sérica, la expresion de las enzimas
esteroidogénicas P450scc y 3B-HSD, la proliferacion de células luteales y la
permeabilidad vascular ovarica comparado a las ratas OHSS sin tratar. Por otra parte,
aumento6 el area peri-endotelial en cuerpos luteos y quistes luteales, asi como la
deposicion de colageno IV en las membranas basales. Todos estos efectos indican una
disminucién en la permeabilidad vascular y presencia de ascitis, las cuales representan
una de las mayores complicaciones causadas por el OHSS. Al estudiar los FF de
pacientes con riesgo a desarrollar OHSS, se observaron alteraciones en los perfiles
lipoproteicos y en proteinas relacionadas con el metabolismo del colesterol, asi como
también alteraciones en las células peri-endoteliales (claves para la estabilidad
vascular) al ser tratadas con FF de pacientes con riesgo de OHSS, respecto de FF de

pacientes control.



Respecto al modelo de FOP inducida por quimioterapia en roedor, observamos
que la ciclofosfamida tuvo fuertes efectos gonadotéxicos sobre el ovario (disminucién
de foliculos pequefios y aumento de foliculos atrésicos, aumento de la apoptosis,
pérdida de la reserva ovdrica, alteraciones vasculares, hormonales y disminucién en la
fertilidad). Todos estos efectos fueron prevenidos, al menos de manera parcial, por la
co-administracion local de C1P junto con la quimioterapia. Ademas, la ciclofosfamida
causé modificaciones en la morfologia uterina, que fueron prevenidas por el co-
tratamiento con C1P. Por ultimo, se estudiaron los efectos citotoxicos in vitro en
macrdfagos generados por ciclofosfamida, siendo estas las células immunes mas
relevantes del ovario. C1P fue capaz de aumentar la viabilidad celular y la produccién
de citoquinas, y de disminuir la apoptosis inducida por ciclofosfamida en este tipo
celular.

En conclusidn, los resultados observados en el modelo de OHSS indican que el
sistema de PDGF participaria activamente en el ovario, regulando la permeabilidad
vascular y estableciendo una vasculatura funcional. En el futuro, en el &mbito clinico,
este factor podria utilizarse como marcador predictivo y evitar el desarrollo del
sindrome en las pacientes que comienzan un tratamiento de fertilizacién asistida. Por
otra parte, los resultados obtenidos con el modelo de FOP inducida por quimioterapia
sugieren que C1P es capaz de mejorar la dindmica folicular y de modular el desarrollo
vascular en el ovario. Por lo tanto, C1P cumpliria un rol protector en el ovario,
preservando la funcionalidad ovarica frente a la toxicidad causada por la quimioterapia.
En el futuro, la administraciéon de C1P podria implementarse como posible estrategia
para proteger al ovario antes y/o durante el tratamiento antitumoral. De esta manera,
aquellas pacientes que han padecido cancer y estdn recuperadas tendrian mayor

posibilidad de concebir un hijo.

Palabras clave: OHSS, FOP, angiogénesis, ovario, oncofertilidad.



Implications of platelet derived growth factor B and
sphingolipid ceramide-1-phosphate in female

reproductive pathologies with severe alterations of
follicular dynamics

ABSTRACT

The present work comprises two chapters in relation with two female
reproductive pathologies with severe alterations in follicular dynamics and that are
both iatrogenic (caused by medical treatments). Firstly, we addressed the implications
of platelet derived growth factor B (PDGF-B) on the pathogenesis of the Ovarian
Hyperstimulation Syndrome (OHSS). Secondly, we have studied the protective effect of
sphingolipid ceramide-1-phosphate (C1P) on ovarian function in premature ovarian

failure (POF) induced by chemotherapy gonadotoxicity.

I) Ovarian Hyperstimulation Syndrome (OHSS)

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) is an iatrogenic complication of
ovulation induction and ovarian stimulation for assisted reproductive technology (ART)
and is characterised by rapid fluid shifts from the intravascular compartment to the
third space. Its prevalence is 5-10% of patients that undergo ART and it is a potentially
life-threatening condition in its severe form. Although the patho-physiology of the
syndrome is not completely understood, and no specific therapy or prevention is
available yet, it is known that vascular endothelial growth factor (VEGF) induces high
permeability and, therefore, the presence of ascites in these patients. In our laboratory,
we have shown that VEGF inhibition decreases the severity of this syndrome in a rat
OHSS model. However, in order to maintain a mature and functional vasculature, there
are other angiogenic systems that must collaborate with VEGF in a coordinate and

complementary manner, such as the family of platelet derived growth factor (PDGF)
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and the family of sphingosine-1-phosphate. So far, no studies have demonstrated the
participation of these systems in OHSS.

Based on our background, the following hypothesis was proposed: a)

Deregulation of PDGF and S1P systems is implicated in the OHSS pathogeny, therefore
affecting vascular stability and contributing to the excessive vascular permeability that

leads to ascitis in OHSS. The specific objectives for this chapter were:

1. To study in a rat OHSS model the in vivo effect of recombinant PDGF-B on:
follicular development, ovulation and corpora lutea formation; development, stability
and permability of ovarian vasculature; apoptosis and cell proliferation; sexual steroids
and steroidogenic enzyme levels and cell signalling pathways implicated in OHSS.

2. To assess the transport of cholesterol and the composition of lipoproteins in
human follicular fluids (hFF) from patients with high risk of developing OHSS and from
control patients.

3. To evaluate the in vitro effect of the sphingolipid S1P in the presence of hFF
from patients at risk of developing OHSS on a primary culture of vascular smooth

muscle cells.

II) Premature ovarian failure (POF)

POF is a multicausal disorder defined by loss of ovarian activity before the age
of 40 and it affects 1-2% of women under 40 years old. POF is characterised by menstrual
disturbance (amenorrhea or oligomenorrhea) with raised gonadotropins and low
estradiol and can be caused by a variety of factors including genetic, immune,
infectious and /or iatrogenic factors, such as chemotherapy or radiotherapy. Certain
cancer-directed therapies, such as cyclophosphamide and doxorubicin treatments, can
cause accelerated loss of ovarian reserve and alterations to ovarian vasculature, leading
to POF.

It has been demonstrated that sphingolipids like ceramide, sphingosine and

their phosphorylated forms, ceramide-1-phosphate and sphingosine-1-phosphate

vii



regulate essential cellular processes, such as cell proliferation, apoptosis, migration
and angiogenesis. So far, no studies have evaluated the role of C1P in the ovary in
pathological conditions, as is chemotherapy-induced POF.

Therefore, we postulated the following hypothesis: C1P protects ovaries from
chemotherapy-induced POF by modulating ovarian function and improving follicular
dynamics and angiogenesis. The specific objectives were:

1) To analyze the in vivo effect of intraovarian administration of C1P in ovaries
from a cyclophosphamide-induced POF mice model on: follicular development, atresia,
apoptosis, sexual hormone levels, ovarian vascular development and stability; oocyte
quality and female fertility

2. To evaluate the in vitro effect of C1P in the presence of cyclophosphamide

on a macrophage culture.

As for the OHSS model, local treatment with PDGF-B decreased the percentage
of cystic structures, serum progesterone levels, expression of steroid-producing
enzymes, luteal proliferation and ovarian vascular permeability, which are all
increased parameters in the OHSS rat model. Moreover, PDGF-B treatment increased
ovarian peri-endothelial area and collagen IV deposition in vascular basal membranes.
All of these effects tend to diminish the excessive vascular permeability, which would
help prevent ascites, one of the most severe complications in this syndrome. Studies on
Hff from patients with high risk of developing OHSS revealed that lipoproteic profiles
were altered, as well as the expression of proteins related to cholesterol metabolism.
PDGF-B and PDGF-D, key ligands for vascular stability, were decreased in hFF from
OHSS patients compared to control.

Regarding the chemotherapy-induced POF model, cyclophosphamide had
strong gonadotoxic effects on the ovary: decrease of follicles from early stages and
increase of atretic follicles, loss of ovarian reserve, increased apoptosis, vascular

alterations, FSH increase and estradiol decrease, and impaired fertility. All of these

viii



effects were at least partially prevented when C1P was co-administered together with
chemotherapy. Furthermore, cyclophosphamide modified uterine morphology, which
was protected by C1P treatment. Lastly, we studied the cytotoxic effects of
cyclophosphamide on macrophages, which are the most frequent and relevant
immunce cells in the ovary. C1P was able to increase cell viability and cytokine
production, while decreasing apoptosis induced by cyclophosphamide.

In conclusion, our results in the OHSS model indicate that the PDGF system is
actively participating in the ovary, regulating vascular permeability. In the future, this
factor could be used as a predictive marker and to avoid the onset of this syndrome in
patients starting ART procedures.

On the other hand, the results regarding the chemotherapy-induced POF
model suggest that C1P is able to improve follicular dynamics, especially during the first
stages of folliculogenesis, and to modulate ovarian vasculature. Therefore, C1P would
have a fertoprotective role in the ovary, preserving ovarian function against
chemotherapy toxicity. In the future, C1P administration could be implemented as a
possible strategy to protect ovaries before or during anti-tumoral treatments, helping

women who have recovered from cancer to increase their possibilities to conceive a

child.

KEYWORDS: OHSS, POF, ovary, angiogenesis, oncofertility
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Introduccién general

INTRODUCCION

EL OVARIO

El ovario de mamiferos es un érgano que tiene como principal funcién la de
generar, almacenar, desarrollar y liberar los ovocitos, formados durante la vida
embrionaria o fetal, como gametas completamente competentes para ser fertilizadas y
para permitir el desarrollo embrionario (funcién gametogénica). Es ademas el principal
portador de las células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen
los caracteres sexuales secundarios de la hembra y preparan a los o6rganos
reproductivos accesorios para la prefiez y el nacimiento de la cria, generando un
ambiente propicio para la implantacién y desarrollo del cigoto (funcién enddcrina)[1].
La funcidn final del ovario es la de permitir la propagacién de la especie [2].

Durante la adultez, la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta
por una capa monoestratificada de células cubicas o poliédricas, llamada epitelio
germinal [3]. Esta cubierta epitelial estd frecuentemente invaginada hacia el tejido
conectivo subyacente llamado tunica albuginea, formando pequefios pliegues, hoyos o
criptas. Por debajo se encuentran dos zonas: la llamada zona cortical y la zona medular,
y el limite entre ambas no se encuentra bien definido. La primera comprende al
estroma ovdrico (formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de
células tecales), y foliculos en distintos estadios de maduracién, atrésicos y cuerpos
luteos. La zona medular que se encuentra muy vascularizada e inervada, contiene
células de tipo muscular y tejido conectivo laxo [4] (Fig. 1).

El ovario de mamiferos es, por lo tanto, un érgano heterogéneo en cuanto a la
poblacion celular presente en un momento dado, y también lo es en el tiempo, alo largo

de la vida del individuo. A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales
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Introduccién general

ciclicas que afectaran tanto al ovario como al cuerpo luteo y al ttero, preparandolos

para la expulsion del ovocito y la potencial implantacién del blastocisto.

FOLICULOGENESIS

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo y su pasaje
a través de los distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que emerge del
pool de foliculos formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es ovulado

o entra en atresia (regresion o muerte del foliculo), como se detalla en las Figs. 1y 2.

Tunica Células de

Ooxito -
albuginea [ granulosa
| CORTEZA |

Mesovario y
Vasos sanguineos

Foliculo
antral

Foliculos

Cuerpo lateo en ;
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i 3 . (preovularorio)
germinal A
Foliculos s
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b £ ,
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:‘39» ; 1(/3, pelucida
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Corona
radiata

Cuerpo liteo Cuerpo liteo
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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulacion y formacion del cuerpo lateo. Adaptado

de Pearson Education.

Debido al continuo crecimiento y a la regresion de los foliculos, la relaciéon
volumen/contenido del ovario, se encuentra en constante cambio [1]. Los ovarios de los
mamiferos contienen a los foliculos como unidades funcionales. Hasta ahora, se creia
que el nimero total de foliculos ovaricos era determinado en forma temprana en la vida
del individuo, y la deplecién de este pool, llevaba a la senescencia de la vida
reproductiva [2]. Esta doctrina, que sostenia que los mamiferos perdian su capacidad

de generar células germinales durante su vida adulta, se encuentra en amplio debate en
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la actualidad [5,6]. Johnson y col. mostraron la existencia de células germinales
mitéticamente activas en ovarios de ratones juveniles y adultos, sugiriendo la presencia
de estas células capaces de proliferar en el ovario del mamifero postnatal. Sin embargo,
estos estudios aun no han sido confirmados y existen trabajos que plantean
controversias respecto a esta nueva posibilidad [6-8].

Para cada especie se encuentran diferencias en el numero de foliculos
formados durante la ovogénesis. Al nacimiento, el ovario contiene alrededor de 20.000,
160.000, y 1.000.000 foliculos en ratas, ovejas y humanos respectivamente [1]. En la
mayoria de los mamiferos, las ovogonias son transformadas en ovocitos primarios
antes o después del nacimiento. Esta transicién de ovogonia a ovocito estd determinada
por el cese del proceso de mitosis que sufren las células primordiales germinales y la
entrada en la profase meiética, etapa en la cual los ovocitos quedan arrestados. Luego
de este proceso, los ovocitos se rodean de una capa uUnica de células foliculares
aplanadas, llamadas pregranulosa. En esta fase, las superficies del ovocito y de las
células foliculares envolventes son lisas y estdn en estrecho contacto. Las células de la
pregranulosa se encuentran envueltas en la ldmina basal, que separa a este tipo celular
de todo elemento que la rodea, como por ejemplo vasos sanguineos, capilares y nervios
[9].

Los foliculos primordiales (Fig. 2), se encuentran principalmente en la
periferia de la corteza, inmediatamente por debajo de la tinica albuginea y constituyen
la reserva de foliculos en reposo, los cuales seran progresivamente eliminados durante
la vida reproductiva. Aparecen en el humano aproximadamente en la semana 16 de
embarazo y su formacién terminaria aproximadamente en la semana sexta luego del
nacimiento [10]. Para que estos foliculos primordiales inicien su crecimiento, es
necesaria una compleja interaccién entre factores estimulatorios e inhibitorios.

Estos foliculos continuamente abandonan el reservorio para convertirse en

foliculos primarios (Fig. 2). Esta transiciéon implica ciertas modificaciones citolégicas

23



Introduccién general

en el ovocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida
que el ovocito aumenta de tamano, la capa Unica de células aplanadas se convierte
inicialmente en una capa de células cubicas y cilindricas la cual, mediante el proceso
de mitosis, origina las células de granulosa que formardn posteriormente un epitelio
estratificado. Entre el ovocito y las células de granulosa circundantes, se originan
espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona peltcida,
mucopolisacaridos secretados por las células de la granulosa, que mas tarde originaran
un halo translicido que rodea al ovocito. La zona peldcida estd formada por tres
glicoproteinas y su adquisicidn es una caracteristica del foliculo preantral. Se sabe que
ratones knock out de proteinas que componen la zona pelicida son infértiles o
subfértiles [11].

A medida que los foliculos aumentan de tamafio, van desplazdndose
gradualmente hacia el interior de la corteza. A través de sucesivas divisiones mitéticas
de las células de granulosa, el foliculo primario unilaminar pasa a un estadio preantral,
multilaminado (con dos o mds capas de células de la granulosa rodeando al ovocito),
denominado foliculo secundario o foliculo preantral (Fig. 2). Estos foliculos poseen una
o dos arteriolas que terminan en una red vascular fuera de la ldmina basal, y por lo
tanto, el foliculo entra en contacto directo con factores que se encuentran en la
circulacion [12]. En este estadio las células de la granulosa conforman una poblaciéon
homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormonas esteroideas [13]. Se ha reportado también laimportancia
de un factor derivado del ovocito llamado GDF-9 (Factor Diferenciador del Crecimiento-
9), el cual, junto con la hormona FSH regularian el desarrollo folicular y la atresia
durante la transicién del estadio preantral a antral temprano [14]. Por lo tanto, la
presencia del receptor de FSH en este estadio folicular seria necesaria para su posterior

desarrollo.
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Simultdneamente con la proliferacion de estas células, se desarrolla alrededor
del foliculo otra capa de células originadas del estroma que forma la teca folicular. La

aparicion del estrato tecal se asocia con la adquisicion de la vascularizacion del foliculo.

Figura 2: Clasificacion de los estadios del desarrollo folicular en ovario. A. Foliculo primordial. B.
Foliculo primario. C. Foliculo preantral. D. Foliculo antral temprano. E. Foliculo antral maduro. F. Foliculo

preovulatorio o de Graaf. GC: Células de la granulosa. ZP: Zona peltcida.

A medida que se forman los capilares, las células teca-intersticiales parecen
comenzar la diferenciacién con la adquisicién de los receptores de LH (Hormona

Luteinizante) y la capacidad de biosintesis de esteroides. La capa tecal se diferencia en
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una interna y otra externa, la cual estd compuesta por una mayor proporcién de tejido
conectivo. Numerosos vasos pequefos penetran en la teca externa para proporcionar
un rico plexo capilar alateca internay dado que los capilares no penetran la membrana
basal, la capa de células de granulosa permanece avascular durante todo el crecimiento
del foliculo. Como consecuencia de este aumento de la vascularidad, el foliculo
aumenta su exposicion a factores que circulan por la sangre [15]

Es interesante destacar que el establecimiento de la red de capilares coincide
con un periodo de crecimiento y diferenciacidn del foliculo. Al aumentar el foliculo de
tamafio, se termina de formar la zona peldcida. Las células de la granulosa mantienen
contacto con el ovocito a través de proyecciones citoplasmdticas que penetran en la
zona pelucida y establecen contacto con la membrana celular del ovocito. Al final de
esta fase, denominada preantral, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve
competente para reasumir la meiosis.

Cuando el foliculo alcanza un didmetro aproximado de 0,2 mm y posee de seis
a doce capas de células (en humanos), aparecen unos espacios irregulares, llenos de un
liquido claro entre las células de la granulosa. Este liquido aumenta en cantidad a
medida que crece el foliculo y los espacios irregulares que se forman entre las células
de la granulosa confluyen para constituir una sola cavidad denominada antro, lo que
marca el comienzo de la denominada fase antral. Acompafiando el crecimiento
folicular, se forma entonces una cavidad central, que contiene en el interior el fluido
folicular, rodeado de células de la granulosa peri-endoteliales, localizadas en la
periferia. El epitelio estratificado de células granulosas del foliculo antral presenta un
engrosamiento localizado en uno de sus lados llamado células del cimulus oophorus,
que se encuentran unidas entre siy al ovocito mediante uniones estrechas (Fig. 1). La
relacion con estas células se vuelve mas laxa ante la gradual aparicion del liquido que

llena los espacios intercelulares. Al desprenderse el ovocito, una o mas capas de las
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células del cumulus permanecen unidas a él, formando la corona radiata, envoltura
celular laxa que persiste alrededor del ovocito ain después de la ovulacion.

La aparicién de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre
durante la transicién del foliculo antral hacia el foliculo preovulatorio, debido a la
estimulacion de FSH [16]. Este paso es fundamental para que el foliculo progrese hacia
el paso final, la ovulacién.

Los foliculos preovulatorios (Figs. 1y 2) son aquellos que han alcanzado los
estadios finales de crecimiento y maduracién del foliculo antral y han adquirido la
habilidad para ovular ante los adecuados niveles de gonadotrofina LH o la
administracidon de gonadotrofina coriénica humana (hCG). Es interesante destacar que
los receptores a LH no se encuentran expresados de forma homogénea en estos
foliculos, sino que los mismos presentan un gradiente de expresiéon que disminuye
desde las capas externas de la granulosa hacia la células del cdmulus [16,17]. El caso
mas extremo es el de las células del cimulus de ratén, donde los receptores para LH
son indetectables [18]. Por esta razdn, el reinicio de la meiosis inducida por LH y la
expansion de las células del camulus requeridas para la ovulacidn, serian eventos
mediados por las células de la granulosa murales [19,20].

Por otra parte, los foliculos preovulatorios se caracterizan por una baja tasa
mitética de las células foliculares y una alta relacién estrégenos/andrégenos y
estrogenos/progesterona en el fluido folicular.

Desde el momento en que el foliculo ha sido seleccionado para la ovulacion, el
mismo comienza a crecer notablemente en tamafio. Las células de la granulosa sufren
transformaciones morfoldgicas, tales como el aumento de su volumen [21]. Al foliculo

cuyo destino es la ovulacidon, se lo denomina foliculo dominante [22].
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SELECCION DEL FOLICULO DOMINANTE

El reclutamiento ciclico y seleccidon de los foliculos representa un proceso
continuo, que eventualmente llega a la formacién de uno o mads foliculos
preovulatorios, cuyo nimero varia en cada especie. En los primeros dias del ciclo
menstrual en la mujer, aumentan los niveles circulantes de FSH, como consecuencia,
una cohorte de foliculos antrales escapa de la apoptosis que los llevaria a la atresia
folicular. Dentro de este grupo, alrededor de 10 foliculos antrales crecen mas rapido y
producen altos niveles de estrdgenos e inhibina, seleccionandose entre éstos el foliculo
dominante.

A pesar de que no se conoce exactamente por qué un foliculo emerge como
dominante, se postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una
mayor expresion de receptores de FSH y/o LH. Asociado a este proceso, el estradiol (E2)
y los factores de crecimiento locales ejercen un efecto permisivo, amplificando la
accion de la FSH en los foliculos que estan madurando. Sin embargo, el aumento de E2
e inhibina, también ejerce una retroalimentacién negativa sobre la liberacién de FSH a
nivel hipotalamo-hipdfisis, lo cual evita que otros foliculos sigan desarrollandose [2,23].

Ademsds, la disminuciéon de FSH provoca un descenso de la actividad de la
aromatasa dependiente de FSH (enzima que transforma andrégenos a estrégenos). En
consecuencia, se halla limitada la disponibilidad de estrégenos en los foliculos menos
maduros. Esto llevaria a la disminucién de la proliferacién de las células de granulosa
y al aumento de andrdégenos, provocando asi una atresia irreversible.

El foliculo dominante debe retener una sensibilidad Unica a la FSH y, de esa
manera, aumentar la proliferaciéon de sus células de granulosa, lo que permitiria
obtener una mayor cantidad de receptores para esta gonadotrofina. Los foliculos
seleccionados tendran de esta manera un aumento de estrégenos mucho mayor que los
foliculos restantes. Ademas, al tener estos foliculos seleccionados una mayor cantidad

de células de granulosa y una mayor vasculatura en el compartimento tecal, permiten
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una entrada preferencial de FSH. Por lo tanto, los foliculos dominantes no sé6lo tienen
la ventaja de tener mayor nimero de receptores para FSH, sino que ademas poseen una
gran vasculatura que permite un f4cil acceso para esta hormona.

En la rata, bajo el estimulo de FSH y en presencia de estrdgenos, las células
expresan receptores para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a
valores maximos antes de la ovulacién [24,25]. El aumento de estrégenos provoca, por
un mecanismo de retroalimentacién positiva, la estimulacién del pico preovulatorio de
LH. Estos procesos, actuando en forma sincronizada, permiten la seleccién de los
foliculos dominantes hasta llegar a la ovulaciéon [2].

Por otro lado, se ha postulado, que el foliculo dominante produce factores

atretogénicos que inhiben el desarrollo de los foliculos vecinos o subordinados [2,26].

ATRESIA FOLICULAR

La atresia folicular es uno de los mecanismos caracteristicos en vertebrados
mamiferos y no mamiferos. En humanos, se calcula que mas del 99% de los foliculos
sufren cambios degenerativos durante el normal funcionamiento ovéarico. El proceso
por el cual los foliculos son eliminados se denomina atresia. Este fenémeno ocurre por
la apoptosis de las células de granulosa y del ovocito. La atresia folicular podria
significar una ventaja evolutiva, siendo seleccionados aquellos foliculos que contengan
ovocitos saludables para que puedan llegar exitosamente a ser ovulados. Esta selecciéon
sera posible durante un ciclo reproductivo si los foliculos son expuestos a FSH en un
estadio critico de desarrollo, como fue mencionado anteriormente.

El tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis mas claramente es el de
las células de granulosa. Sin embargo, en algunas especies como cerdos, pollo y rata, se
ha observado la ocurrencia de este proceso en las células de la teca, aunque de forma

mas tardia [27,28].
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Existen diversos factores atretogénicos en ovario y también factores que
favorecen la supervivencia celular. Dentro de los primeros podemos mencionar la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), IL-6, andrégenos, TNF-q, FasL, etc [29-
31]. Como factores citoprotectores ovaricos encontramos el factor de crecimiento
epidermal (EGF), el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1) y el Factor de
crecimiento transformante tipo B (TGF-B). También las hormonas esteroideas son
factores supresores o estimulantes de la apoptosis dependiendo del tejido en el que
actien. Por ejemplo, los glucocorticoides estimulan la apoptosis en el timo pero no en
testiculo [32] y, en ovario, los estrégenos inhiben la apoptosis mientras que los
andrégenos antagonizan su efecto [33]. Cabe destacar que la relacién
andrégenos/estrogenos es elevada en fluido folicular de foliculos atrésicos [34].

Las gonadotrofinas son consideradas como los principales factores de
supervivencia folicular. Se ha demostrado que los foliculos atrésicos tempranos son
rescatados por la administracién exégena de gonadotrofinas [35] y que la
administracion de FSH en ratas hipofisectomizadas inmaduras disminuye la apoptosis
folicular en células de la granulosa [36].

Estos son solamente algunos ejemplos de los multiples factores que regulan el
proceso de atresia folicular. El destino final de los foliculos (crecimiento/ovulacién o
atresia) depende del delicado balance entre la expresion y acciéon de factores que
promueven la proliferacion, el desarrollo y la diferenciacién de las células del foliculo
ovarico y de aquellos que promueven la apoptosis de estas, llevando al foliculo a la
atresia.

La atresia puede ocurrir en cualquier estadio del desarrollo folicular: es
perfectamente posible que un foliculo llegue a un estadio antral avanzado y que su
desarrollo cese de manera repentina y nunca llegue a la ovulaciéon. Sin embargo, la
mayoria de los foliculos se tornan atrésicos en la ventana entre los estadios preantral

tardio y antral temprano. [12,37]
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La apariencia de un foliculo atrésico depende de qué grado de madurez habia
alcanzado dicho foliculo cuando comenz¢ la atresia. También se observan diferencias
morfolédgicas de acuerdo al grado de avance del proceso de atresia, en las que se basan
diversos criterios de clasificacién propuestos [38-41]. Todos ellos coinciden en que los
estadios atrésicos tempranos presentan: células de granulosa con cromatina nuclear
condensada (nucleos picndticos) que se desprenden del foliculo, reduccién y lisis del
citoplasma del ovocito y de la granulosa folicular, y engrosamiento de la membrana
basal localizada entre granulosa y teca (membrana vitrea). Las alteraciones
subsiguientes incluyen: aparicién de numerosos cuerpos apoptoticos, degeneracion del
ovocito e hipertrofia de la capa tecal. Al avanzar la atresia incluso puede observarse
invasion de células fagociticas en el antro del foliculo, que luego son reemplazadas por
tejido conectivo laxo. Una de las estructuras mas resistentes a la degradacion es la zona
pelicida colapsada, que permanece en el centro del foliculo formando una masa

amorfa acidéfila (Fig. 3).
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Figura 3: Microfotografias de foliculos en estado atrésico coloreados con hematoxilina-eosina. A.

Foliculo atrésico B. Células de granulosa de un foliculo atrésico. Nétese la condensacién de la cromatina
(flecha blanca). C. Foliculo en estado de atresia avanzada, con restos de proteinas de la zona peldcida en la
zona central. D. Células de la granulosa desprendidas de un foliculo atrésico, se pueden observar cuerpos
apoptdticos y ndcleos picnéticos (flecha negra). E. Células tecales de un foliculo atrésico avanzado, algunas
han adquirido caracteristica de tejido conectivo. F. Foliculo atrésico, con ovocito en degeneracién. Obsérvese

la retraccion del citoplasma del oocito (flecha roja). Modificado de Pedersen y col. (2003) [42].
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OVULACION

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de
estrogenos por sobre el umbral, el cual estimula, por un mecanismo de
retroalimentacién positiva, un pico de gonadotrofinas (principalmente de LH y en
menor medida de FSH). Junto a circunstancias Unicas del microambiente, el pico de LH
es el gatillo para que el foliculo dominante ovule y origine un cuerpo ldteo en cada ciclo
menstrual en humanos (éste no es uUnico en el ciclo estral de roedores y otros
mamiferos).

Luego del pico preovulatorio de LH, la sintesis de E2 declina
considerablemente, mientras que se produce un aumento notable en la produccién de
progesterona estimulada por la misma LH [43]. Las células de la granulosa cercanas a
la ldamina basal, comienzan a soltarse debido a la desaparicion de las uniones estrechas
(gap) que las mantenian unidas. El inico sitio donde estas uniones no se ven alteradas,
es en aquellas células que estan formando parte de la corona radiata.

También en este proceso existe un componente mecanico dado por el rapido
aumento del tamafio folicular, luego del cual el foliculo ovarico emerge desde la corteza
ovarica. Otro prerrequisito para la ruptura folicular es la digestion proteolitica de la
pared folicular, y se sabe que se activan colagenasas para la disolucién de la membrana
basal y el tejido tecal asociado a la ovulacion. Las prostaglandinas de la serie Ey F (PGE
y PGF,,) son algunos de los componentes involucrados en la degradaciéon de la pared
folicular [44].

Luego de la ovulacion, el foliculo ovarico se transforma en cuerpo luteo
y en este proceso se encuentran involucrados una gran cantidad de genes. Ademas, el
ovocito que estaba detenido en profase I, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio

de metafase II.
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LUTEINIZACION

El cuerpo luteo es un 6rgano endécrino transitorio formado por las células
foliculares remanentes del foliculo que ha sido ovulado y su principal funcién es la
secrecion de progesterona. Algunas de las principales funciones a nivel fisiélogico de
esta hormona son la preparacion del utero para el periodo de prefiez o embarazo y la
regulacion de las contracciones del oviducto para el transporte del dvulo al utero. Por
lo tanto, la formacién del cuerpo liteo en mamiferos es un evento esencial para la
supervivencia e implantacién del embrién. Este proceso se inicia mediante numerosos
cambios bioquimicos y morfolégicos que sufren las células de la teca interna y las
células de la granulosa de los foliculos preovulatorios. Estos cambios que determinan
el proceso de luteinizacién, se producen como consecuencia del incremento en los
niveles séricos de LH (Hormona Luteinizante), asociado al pico preovulatorio de esta
hormona.

No todas las células se diferencian sincrénicamente luego de la ovulacién. Es
decir que las células del cuerpo luteo derivan de los dos tipos de células foliculares
secretoras de esteroides, de la granulosa y tecales. Por lo tanto, en primates, esta
glandula consiste en al menos, dos tipos de células luteales: las células granulosa-
luteinicas y las células teca- luteinicas (llamadas grandes o pequefias en roedores). Las
primeras derivan de la granulosa y contienen todos los elementos de las células
secretoras de esteroides como numerosas mitocondrias y abundante reticulo
endoplasmadtico liso. Por el contrario, las células teca-luteinicas o pequenas provienen
de la teca y tienen moderada cantidad de mitocondrias, pero abundante reticulo
endoplasmatico liso. Ambos tipos celulares constituyen el 50 % del cuerpo luteo, ya que
éste contiene ademads abundantes elementos del tejido conectivo.

El establecimiento de un cuerpo luteo funcional, en los dias siguientes a la
ovulacién, implica cambios morfolégicos como los que ya hemos descripto, y ademas

una rapida vascularizacion de las capas celulares que se originan de la granulosa y de
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la teca, fenémeno inducido probablemente por la ruptura de la membrana basal que
separa a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que el factor VEGF
cumple un rol importante en el desarrollo y mantenimiento de un cuerpo luteo
funcional [45].

El control de la secrecién de progesterona en roedores es llevado a cabo por las
hormonas LH, prolactina (ambas luteotréficas) y la sustancia luteolitica,
prostaglandina F,, (PGF,,). En la mujer, son la LH y la hCG (durante el embarazo) las
principales hormonas reguladoras del cuerpo luteo. En ausencia de embarazo o prefiez
al final de cada ciclo ovarico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento de la
placenta, el cuerpo ldateo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso
denominado “lutedlisis”. Se ha demostrado que la apoptosis y la autofagia estdn

involucradas en este proceso [46-48].

CICLO OVARICO EN ROEDORES

Tanto el raton como la rata de laboratorio son mamiferos no estacionales, de
ovulacién espontdnea y poliéstricos. Es decir, el ciclo ovérico ocurre durante todo el
ano y la ovulacién no depende del estimulo de la cépula. Por dichas caracteristicas,
sumadas a su facil reproduccién y mantenimiento en el bioterio, podemos afirmar que
representan un modelo excelente para el estudio de la fisiologia ovarica gonadal.

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el afio 1900 para
describir el periodo durante el cual la hembra esta dispuesta a recibir al macho en coito
fecundante. El periodo anterior al estro, lo denomind proestro y se caracteriza por el
momento en el cual el animal entra en celo. En ausencia de concepcidn, el estro es
seguido por el metaestro, también conocido como diestro I. El periodo siguiente,

diestro II, constituye el tiempo durante el cual la secrecién ovarica prepara a los tejidos
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reproductivos para la recepcidn del 6vulo fertilizado luego del coito en el estro y su
duracidn es variable entre especies.

En los roedores, el ciclo estral completo (proestro, estro, metaestro y diestro)
dura de 4 a 6 dias con un estro (o celo) de aproximadamente 8-15 horas. Sila fertilizacion
no ocurre, el animal vuelve al periodo de proestro y un nuevo ciclo se inicia. Durante el
estro, las hembras estdn receptivas para la cépula. Otro rasgo particular de los roedores
es la capacidad de entrar en estro dentro de las 24 horas posteriores al parto. Este
fenémeno se conoce como estro post-parto y permite a la hembra quedar prefiada

inmediatamente, aumentando su alta prolificidad.

APOPTOSIS

El ovario es un érgano en el que fisiolégicamente hay una gran cantidad de
muerte celular, proceso que ocurre mayormente por apoptosis. La apoptosis consiste
en una serie de eventos ordenados que ocurren en tejidos que sufren cambios como
consecuencia de su desarrollo o debido a respuestas frente a estimulos fisiolégicos
alterados. Este suicidio celular ocurre en células con niveles anormales de ATP,
requiere sintesis de ARNm y proteinas, afecta a células individuales, involucra pérdida
de tamano celular, condensacion de la cromatina y la formacién de cuerpos apoptéticos
que consisten en fragmentos nucleares o de organelas rodeados de membrana
plasmatica. Estos cuerpos apoptdticos son eliminados por fagocitosis y de esta forma
no se liberan los componentes citoplasmaticos al medio extracelular, impidiéndose un
proceso inflamatorio.

En este proceso de muerte celular, intervienen una serie de proteasas que
estan presentes en la mayoria de los tipos celulares en forma de zimégenos, las
caspasas. Las caspasas son cistein- proteasas que clivan en residuos de aspartato y

pueden tener cientos de sustratos celulares [49]. Han sido descriptos dos mecanismos
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de activacion de las caspasas. Uno de ellos se dispara al activarse los llamados
“receptores de muerte”, que estdn situados en la superficie celular [50]. El otro es
provocado por diversas formas de estrés, como ser una inadecuada provisiéon de
citoquinas o dafo intracelular, e involucra principalmente a la mitocondria. Durante el
estrés, la decisién de la célula de provocar o no su suicidio, depende principalmente de
las proteinas de familia de BCL-2. Los miembros de esta familia, con funciones
contrapuestas, pro o anti apoptdticas, integran sefiales que reciben de otras células y
censan el dano intracelular para determinar si disparan la activacién de las caspasas

[51]. La caspasa-3 es la principal caspasa efectora [52].

Apoptosis como mecanismo de atresia folicular

Durante el desarrollo del ovario ocurren tres procesos relacionados con la
apoptosis: degeneracion de la ovogonia y del ovocito, lutedlisis y atresia folicular.

Estudios in vivo demuestran que la degeneracién de la ovogonia y de ovocitos
fetales de raton esta dada por apoptosis [53]. También, se confirmé por estudios de
microscopia electrénica que cultivos de células germinales primordiales de ratén en
ausencia de factores tréficos mostraban rasgos morfoldgicos caracteristicos de la
apoptosis [54]. Asimismo, varios trabajos han demostrado que la degeneracién del
cuerpo luteo estd dada por apoptosis [55,56]. Se encontr6 fragmentacion del DNA en
foliculos atrésicos, pero no en los saludables, confirmando el rol de la apoptosis en la
atresia folicular [28]. Similares estudios mostraron la presencia de actividad de
endonucleasa en ovarios de ratas tratadas con gonadotrofina de suero de yegua prefiada
(PMSG) y hCG; indicando que la atresia dada por apoptosis involucra la activaciéon de
endonucleasa [57]. Recientemente, se han caracterizado a las células de granulosa

como la primera poblacion celular que entra en apoptosis en foliculos atrésicos, antes
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que las células tecales o los oocitos, lo que sugiere que serian las responsables de iniciar

la atresia folicular [58].

ANGIOGENESIS

Los procesos mediante los cuales se forman los vasos sanguineos pueden
dividirse en dos: vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis ocurre durante el
desarrollo embrionario y consiste en la diferenciacién de células precursoras en células
endoteliales [59]. La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos
nuevos a partir de vasculatura preexistente [60]. Esta vasculatura es modificada
mediante el brote y el crecimiento de nuevos vasos para formar finalmente patrones de
vasos interconectados caracteristicos de los vasos sanguineos maduros. La vasculatura
previamente formada, debe primero desestabilizarse para permitir la formacién de
nuevos vasos sanguineos que irriguen tejidos previamente avasculares. Luego, las
células endoteliales proliferan y forman estructuras tubulares inmaduras que terminan
siendo redes vasculares interconectadas. Esta vasculatura nueva debe madurar para ser
completamente funcional. Durante este proceso, las nuevas células endoteliales se
integran y se unen fuertemente a células de soporte (células peri-endoteliales), como
pericitos y células musculares lisas, y a la matriz que rodea el vaso [61]. El desenlace de
este proceso en una elaborada red vascular permite cubrir las demandas nutricionales
y funcionales de su respectivo érgano [62].

La angiogénesis ha sido ampliamente estudiada en condiciones patoldgicas,
principalmente debido a que esta aumentada en cancer y otras enfermedades [63]. En
el adulto, la angiogénesis es infrecuente en condiciones fisioldgicas y el endotelio de la
mayoria de los tejidos es una poblacion estable y de baja tasa mitética [64]. Se observa
angiogénesis principalmente en procesos de reparacion de tejidos, como cicatrizacién

de heridas y fracturas. Diversas patologias se asocian tanto a una excesiva tasa
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mitogénica de las células endoteliales (crecimiento tumoral, retinopatias,
hemangiomas, artritis reumatoidea, fibrosis, etc.) [64,65], como a una disminucién en
la angiogénesis normal (retraso en cicatrizacidn de heridas, ulceras varicosas crénicas,
falta de cicatrizacién de fracturas) [65].

Sin embargo, se observa una angiogénesis fisiologica activa en el tracto
reproductor femenino, como por ejemplo en la placenta, laimplantacidon y los cambios
ciclicos que ocurren en ovario y endometrio [66]. Los tejidos del sistema reproductor
femenino adulto presentan una alta tasa mitogénica sélo comparable al crecimiento
tumoral [67]. Sin embargo, a diferencia de los procesos tumorales, el crecimiento de
estos tejidos ocurre en forma limitada y altamente ordenada. Esta alta tasa de
crecimiento es sostenida por el rapido desarrollo de una red vascular de modo que los
tejidos con mayor grado de desarrollo se caracterizan por estar altamente irrigados [67].

Las células peri-endoteliales, que incluyen células de musculo liso vasculares
(VSMC) y pericitos, residen en la interfase entre el endotelio y el tejido circundante, lo
que les da una posicién estratégica para ser activos participantes del proceso
angiogénico. Las VSMCs proveen soporte a vasos de gran calibre, como las arteriolas, y
regulan el flujo sanguineo a través de su actividad contractil, a pesar de no estar en
contacto directo con el endotelio. Por su parte, los pericitos son células perivasculares
que se asocian a las células endoteliales de la vasculatura. Estructuralmente, son células
individuales distribuidas a lo largo de los vasos capilares que se caracterizan por tener
un cuerpo celular que se inserta en la membrana basal y que protruye por sobre la pared
del capilar [68]. Estas células se contactan con el endotelio a través de zonas en las que
la membrana basal estd interrumpida y que son ricas en uniones comunicantes,
uniones estrechas y zénulas adherentes [62]. También puede haber interdigitaciones
entre células endoteliales y pericitos, tal que una célula puede formar una extensién
citoplasmatica dentro de la otra. Este tipo de uniones se denominan complejos “peg and

socket” (Fig. 4).
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Se han propuesto diversas funciones para las células peri-endoteliales. Por
ejemplo, pueden sensar los requerimientos fisiolégicos del tejido, la presencia de
estimulos angiogénicos y las fuerzas hemodinamicas dentro del vaso; pueden controlar
de manera pardcrina o por contacto célula-célula la proliferacién y diferenciacion del
endotelio; y por ultimo, al contactar numerosas células endoteliales en simultaneo,

pueden integrar sefales a lo largo del vaso sanguineo [69].

Pagina siguiente - Figura 4: Interaccién entre endotelio y células peri-endoteliales. A. Fotografias
obtenidas por microscopia electrénica de barrido y posteriormente coloreadas digitalmente. i. Pericito
rodeando un capilar. Pueden observarse los procesos primarios en direccién longitudinal y los procesos
secundarios orientados de forma circunferencial. ii. Capilar arterial con numerosos pericitos asociados. iii.
Arteriola terminal rodeada por pericitos y algunas células de musculo liso vasculares. B. Micrografia
electrénica de un capilar fenestrado y su pericito en corte transversal. Obsérvese que las células endoteliales
del capilar y el pericito comparten la misma ldmina basal. Tomado de Sato y col. [70] C. Esquema de los

complejos de unidn entre pericitos y células endoteliales. Adaptado de Winkler y col. [71].
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Las VSMCs pueden cumplir funciones tanto contractiles como sintéticas, las
cuales estan caracterizadas por cambios en la morfologia, proliferacién y migracién
celular. Debido a la plasticidad de las VSMCs, los vasos sanguineos adquieren la
flexibilidad necesaria para llevar a cabo eficientemente sus funciones, tanto en
situaciones fisiol6gicas como patoldgicas. Sus multiples procesos citoplasmaticos, sus
distintivos elementos del citoesqueleto y su recubrimiento del endotelio vascular los
convierte en estabilizadores de las paredes vasculares, controlando asi el crecimiento
angiogénico.

Hasta el momento, se conocen varios marcadores de células endoteliales,
como PECAM, Factor de Von Willenbrand (VW) y CD34. También se han hallado
marcadores de células peri-endoteliales, como a-actina de musculo liso (a-SMA),
desmina y antigeno de melanoma de alto peso molecular (RGS-5). Cabe resaltar que
ninguno de estos marcadores es “universal”, ya que su expresion varia dependiendo de

la especie, del tipo de tejido y del estado de desarrollo [72].

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

ESTRUCTURA DEL PDGF

PDGF juega un papel critico en la proliferacion y desarrollo celular [73-75].
Fue aislado por primera vez a partir de plaquetas [76] durante la degranulacidn, y se
sabe hoy en dia que también es producto de un amplio rango de tipos celulares dentro
de los cuales se incluyen fibroblastos, musculo, hueso/cartilago, y células del tejido
conectivo [77]. La forma biolégicamente activa de PDGF es un dimero formado por dos
cadenas polipeptidicas, unidas por puentes disulfuro [78]. Puede estar presente como
homodimero o como heterodimero y dependiendo del tipo de dimero formado muestra
actividad diferencial. PDGF es el producto de cuatro diferentes genes que son

ensamblados en cinco isoformas distintas conocidas como: AA, AB, BB, CCy DD, siendo
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las cadenas C y D las mds recientemente identificadas (Figura 5) [78-80]. La principal
caracteristica de estas dos nuevas cadenas es la presencia de un dominio CUB,
localizado en el extremo N-terminal que le confiere latencia o inactividad a PDGF y es
necesario que sea clivado antes que PDGF se una al receptor y éste ultimo sea
biolégicamente activo [80,81].

Las isoformas de PDGF mds conocidas son el producto de asociaciones de las
cadenas A y B con aproximadamente 100 residuos de aminodacidos cada una, de los
cuales el 60% son conservados entre si. Antes de ser secretadas de la célula, las cadenas
A y B deben sufrir modificaciones en sus secuencias de aminodacidos [82].

Mientras que las cadenas A son clivadas una Unica vez en el complejo de Golgi
para generar, predominantemente, el producto secretado PDGF-A de 30 kDa, se han
reportado como minimo tres formas distintas de PDGF-B [83]. Pro-PDGF-B es
sintetizado como un mondmero de 31 kDa, que rdpidamente dimeriza en el reticulo
endoplasmadtico a través de puentes disulfuro. De esta forma, se origina un proPDGF-
BB de 56 a 60 kDa que transita hacia el complejo de Golgi, donde es procesado
proteoliticamente y asi se produce un intermediario de 40 kDa. Este intermediario es el
que se cliva por una segunda vez, lo que da como resultado el producto final de 27 kDa.
El mismo sufre glicosilaciones y es remodelado hasta convertirse en la forma madura

de 32 kDa.

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE PDGF (PDGFR)

PDGFR es también un dimero que puede formarse de la combinacién de las
cadenas llamadas alpha (a) y beta (§) en cualquier orden (aa, af, Bp) (Fig. 5). El
receptor dimérico se forma solamente luego de la unién del ligando y se une con distinta
afinidad a las diferentes isoformas de PDGF. Los estudios de rayos X sobre la estructura

de PDGFR muestran que es una proteina con tres dominios: uno extracelular, uno
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transmembranal y uno citosélico. En secuencias especificas del dominio citosélico
recae la actividad tirosina kinasa del receptor [84,85]. En esta porcion intracelular del
receptor se encuentra un loop que se une mediante puentes de hidrégeno al sitio
catalitico y que es desplazado causando un cambio conformacional en la proteina como

evento posterior de la unioén del ligando al receptor.

PDGF-CC [l POGF-AA PDGF-AB |

= i . _ -
o
L™ Sl

aa-Recepter  afi-Recepter  [{-Receptor

Figura 5: Ligandos y receptores del sistema de PDGF y sus interacciones.

ACTIVACION DE PDGFR

En el proceso de activacion del receptor, la isoforma correspondiente de PDGF
se une de manera especifica a dos mondmeros en la membrana plasmatica, cercanos
uno del otro atrayéndolos y provocando su dimerizaciéon. Como consecuencia, el loop
que obstruye el sitio catalitico del dominio kinasa es desplazado y causa de la

autofosforilaciéon de estos residuos de tirosina [86,87]. Dicho cambio conformacional
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provoca la creacion de sitios “docking “para proteinas involucradas con la transduccion

de sefales, que conducen a la expresion de genes y a la sintesis de proteinas.

ViAS DE SENALIZACION ASOCIADAS A PDGF

Debido a las diferencias en cantidad de expresiéon de PDGFR y a la variabilidad
en isoformas de PDGF que se pueden unir a los receptores, los diferentes tipos celulares
pueden mostrar un rango amplio de posibilidades para desencadenar respuestas
biolégicas diversas. Esto se refleja en numerosos sistemas experimentales en donde las
diferentes isoformas de PDGF producen diferentes resultados: Se sabe que las células
musculares lisas y los fibroblastos expresan ambos tipos de receptor, a y 8. Sobre CML,
PDGF-A inicia hipertrofia celular, mientras que PDGF-B induce hiperplasia [88]. Sobre
fibroblastos, la isoforma PDGF-B inicia quimiotaxis, mientras que PDGF-A la inhibe
[89]. Sobre neuronas dopaminérgicas, PDGF-A promueve el desarrollo de la fibra
neuronal embrionaria, mientras que la isoforma -BB sirve s6lo como un factor de
mantenimiento de la supervivencia [90]. Es asi que, claramente se ve que la
interpretacion de cualquier estudio experimental depende del tipo celular empleado y
de la isoforma de PDGF aplicada [91]. En general se puede decir que las isoformas de
PDGF son mitégenos potentes para las células del tejido conectivo, incluyendo
fibroblastos cutaneos, células arteriales del musculo liso, condrocitos y algunas células
epiteliales y endoteliales [92-94]. Ademas de su actividad mitogénica, PDGF es
quimiotactico para fibroblastos y células musculares lisas [89,93]. Otras actividades
reportadas para PDGF incluyen: la estimulacién de la liberaciéon de granulocitos por
neutroéfilos y monocitos [95] e induccién transitoria de secrecién de IL-2 por células T
[96]. También se ha demostrado que PDGF juega un papel en el sistema nervioso
central, particularmente en la supervivencia y regeneraciéon neuronal y en la mediacién

de la proliferaciéon de células gliales, diferenciacion y migracién [90,97]. Estas
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respuestas son el producto de la amplificacién de senales a través de cascadas
intracelulares en las cuales intervienen diversas proteinas. Como ya se menciond, la
mayor parte de las fosforilaciones de tirosinas dentro de los receptores de PDGF
culmina en la creacidn de sitios para el “docking” de numerosas proteinas, que a su vez
son fosforiladas al asociarse a los receptores [86]. Estas proteinas incluyen: enzimas
(como por ejemplo,PI3-kinasa, fosfolipasa Cyl, SHP-2, RasGAP y kinasas de la familia
Src); proteinas adaptadoras que conectan al receptor con proteinas de sefializacion rio
abajo (como Grb2, Grb7, Shc, Shb, Nck, or Crk) o bien con factores de transcripcién (
entre ellos, los miembros de la familia STAT). No esta claro ain si PDGFR es el Unico
responsable de la fosforilacién sobre sus propias tirosinas y sobre sus sustratos.

El ensamblaje del complejo de receptores de PDGF da comienzo a diversas vias
de senalizacién. Algunas de ellas son redundantes y convergen en el mismo efecto
celular. Por ejemplo, la quimiotaxis puede ser promovida por PI3-K via Rac y diferentes
isoformas de PKC [87], asi como por Grb2/Sos1/Ras via p38 y posiblemente Rac. Hay
evidencias de “cross-talk” entre estas vias, ya que Ras y PI3-K son capaces de interactuar
y activarse uno al otro [98]. La activacidn de esfingosina kinasa y de PKC dependiente
de PLCy también es importante para la respuesta quimiotactica.

Otras respuestas inducidas por la activacién de PDGFR incluyen: proliferacion,
diferenciacion y proteccion de la apoptosis; también flujos rapidos de Ca 2+y rearreglos
a nivel del citoesqueleto [86]. Es necesario aclarar que los homodimeros oa y pp del
receptor de PDGF desencadenan respuestas celulares distintas, aunque parcialmente
superpuestas, debido a sus diferencias en la capacidad de unir proteinas de
sefializacion [91]. Se cree que el heterodimero o/p tiene propiedades particulares en
cuanto a la senalizaciéon porque presenta el patréon de fosforilacion de ambas
subunidades [99,100].

La informacién conocida hasta el momento permite afirmar que las sefiales

producidas por el complejo de PDGFR son producto de la interaccién de diversos
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factores. Tanto las condiciones intracelulares como las extracelulares contribuyen a la
activacion selectiva de algunas vias y a la supresion de otras. Algunos de los factores
mas relevantes en esta regulacion son: la influencia de las interacciones con la matrix
extracelular, especialmente a través de integrinas [101]; el efecto de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares [102]; y la preponderancia de ciertas vias

segun la etapa del ciclo celular [103].

RoL DE PDGF EN ANGIOGENESIS

PDGF cumple un papel vital en la angiogénesis: la sefializacién via PDGFR-(3 es
critica para el reclutamiento de pericitos. Durante la remodelacion angiogénica, PDGF-
B es expresado por las células endoteliales ubicadas los dpices de los vasos sanguineos
nacientes, lo cual conduce a la proliferaciéon de pericitos y células de musculo liso
vasculares que expresen PDGFR{ (Fig. 6). PDGF-B determina también la migracién y/o
la supervivencia de estas células peri-endoteliales a lo largo del endotelio incipiente.
Una vez que llegaron a destino, los pericitos y células de musculo liso vasculares rodean
al endotelio y se asocian estrechamente con él. Los factores de supervivencia y anti-
proliferativos producidos por las células peri-endoteliales estabilizan los vasos
nacientes [73-75,104].

El rol de PDGF es de gran relevancia porque la gran mayoria de los vasos
sanguineos, sino todos, comienzan como tubos endoteliales que luego adquieren un
recubrimiento de pericitos o células de musculo liso vascualares. Esta demostrado que
el reclutamiento de células peri-endoteliales es vital para una completa funcionalidad
del vaso sanguineo, y tanto PDGF-B como PDGFRp son indispensables [105-107]. La
ablacion genética de PDGF-B o PDGFRP en roedores conduce a fenotipos casi idénticos:
letalidad perinatal causada por un “filtrado” microvascular generalizado y hemorragias

[73,108]. La causa de la disfuncién microvascular en estos animales es el déficit severo
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de pericitos [109]. La falla no esta en la induccién de los pericitos, sino en la
subsiguiente expansion y dispersion. De esta manera, podria afirmarse que el bloqueo
de la sefializacién entre PDGF-B y PDGFRp genera una deficiente proliferacion de
pericitos e impide la adecuada migracion de estas células a lo largo de nuevos vasos

sanguineos [107].

® rocrs
% PDGFR-
% HSPG (PROTEOGLICANOS DE HEPARAN SULFATO)

CELULA APICAL

Figura 6: Proliferacion, supervivencia y migracién de células vasculares peri-endoteliales por acciéon
de PDGF-B. Adaptada de Hoch y col. (2003) [104].

ESFINGOSINA-1-FOSFATO (S1P)

El esfingolipido S1P es un derivado de la ceramida que actta a través de cinco
receptores acoplados a proteina G (denominados S1P1-5) [110], induciendo distintas
respuestas celulares como la regulaciéon de la proliferaciéon, el crecimiento, la
supervivencia y la migracion celular, la inflamacidn, la angiogénesis, la vasculogénesis

y la resistencia a la apoptosis [111]. La diversidad de las funciones de S1P reside en los
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repertorios de receptores disponibles, combinado con patrones de expresion de
receptores especificos para cada tipo celular y para cada tejido.

S1P se forma por la fosforilacion de la esfingosina por accién de las esfingosina
kinasas (SK1 y SK2) y puede ser desfosforilada para regenerar esfingosina por la
esfingosina fosfato fosfatasa (SPPasa) o ser escindida por la S1P liasa de forma
irreversible. Gracias a su estructura simple de una tinica cadena y a su grupo fosfato, es
uno de los esfingolipidos mas solubles, lo que permite que pueda moverse facilmente
entre membranas equilibrandose rdpidamente su concentracién. En plasma, S1P se
encuentra presente a una concentracion de 10-7 mol/L aproximadamente,
principalmente unida a proteinas plasmaticas como la albiumina [112]. En las células se
encuentra en concentraciones bajas, del orden nanomolar, lo que permite que
modificaciones en su concentracidon sirvan de sefalizaciéon para activar distintos
procesos, como ocurre con otros segundos mensajeros [113].

Las células endoteliales y peri-endoteliales tienen distintos patrones de
expression de receptors de S1P. Varios trabajos han demostrado que las células
endoteliales expresan mayormente S1P1 y S1P3, mientras que S1P2 parece estar
reservado para solo cierto tipo de lechos vasculares [114,115]. Ademas, esta reportado
que S1P estimula la proliferacién, supervivencia, migraciéon y formacién de tabulos en
células endoteliales in vitro, lo que indica que posee una alta actividad angiogénica.
[115-117]. S1P también mantiene estable la barrera endotelial a través de su receptor
S1P1 [118].

Ademas de su accién sobre el endotelio, S1P esta involucrado en la regulacién
de la angiogénesis y del reclutamiento de células peri-endoteliales en el adulto (Fig. 7).
Estas acciones las induce a través de su receptor S1P1y, en menor medida, S1P3 [119].
Se ha observado que la ablacion del gen para S1P1 en ratén, bloquea el reclutamiento
de pericitos y VSMCs hacia los vasos sanguineos, impidiendo su maduracién y

estabilizacion [120]. Sumado a eso, Hla y col. han demostrado que el receptor S1P1 en
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las células endoteliales dirige el transporte de la molécula de adhesion N-cadherina
hacia los sitios de contacto entre células endoteliales y VSMCs, lo cual fortalece el
contacto célula-célula dependiente de N-cadherina a través de la via de sefializacién Gi-

Rac [121].

Vasculogenesis Angiogenesis
Células Células '
endoteliales Arteria

per| endotellales

-

»

Maturation
Capilar
Pro enitores
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VEGFR Tie2 TGFBR PDGFR S1P; etc.

Fig. 7: Esquematizacion de la formacion de vasos sanguineos y los principales factores involucrados.

ANGIOGENESIS FISIOLOGICA EN EL OVARIO

Se sabe que el ovario es uno de los pocos érganos en el adulto en donde ocurre
una intensa angiogénesis fisiolégica y se observa ademdas un aumento en la
permeabilidad vascular durante el desarrollo folicular, la ovulacién y la posterior
formacion del cuerpo ldteo. La angiogénesis se encuentra regulada
independientemente en cada uno de los foliculos individuales y, dependiendo de la
extension del plexo vascular y de la permeabilidad de sus vasos, se puede controlar el
suministro de factores tréficos de alto peso molecular, precursores y lipidos. Esto
indicaria que los vasos sanguineos foliculares estarian directamente involucrados en

los procesos de seleccion, dominancia y atresia [122].
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En el ovario, el aporte vascular se produce en forma ciclica. Los foliculos
primordiales no poseen una red capilar propia y dependen de los vasos sanguineos
provenientes del estroma. Los foliculos primarios desarrollan un aporte vascular inicial
que consiste en una o dos arteriolas que luego irdn aumentando a medida que el foliculo
continua creciendo. Poco después de la aparicion del antro, el foliculo adquiere una
corona vascular en la capa de células tecales, que cuando estd completamente
establecida, consiste en dos redes concéntricas en la teca interna y externa
respectivamente. Los capilares no penetran la membrana basal y, por lo tanto, la capa
de células de granulosa se mantiene avascular [123]. La seleccién del foliculo
dominante dependeria de la formacién de estas redes vasculares y del aumento de la
permeabilidad capilar [66].

A pesar de que la angiogénesis ocurre en la capa de células de la teca, las
células de la granulosa juegan un papel muy importante en este proceso, ya que
sintetizan y secretan diversos factores angiogénicos que actuan luego en forma
pardcrina en las células endoteliales del compartimento tecal. Estos factores
producidos por las células de granulosa controlan el desarrollo y crecimiento de la
vasculatura folicular [124]. El aumento de la vasculatura del foliculo lleva a un
suministro preferencial de gonadotrofinas y, por lo tanto, jugaria un rol en la seleccién
del foliculo dominante [23]. Por otro lado, la degeneracién del lecho capilar es un factor

relevante causante de atresia en foliculos que no logran desarrollarse correctamente.

TRANSPORTE DE COLESTEROL EN EL OVARIO

Las lipoproteinas transportan numerosos tipos de lipidos (por ejemplo:
colesterol, hormonas esteroideas y vitamina E) entre distintos tejidos del organismo y
de esa manera, ya sea directa o indirectamente, cumplen roles esenciales en la

fertilidad [125,126]. Las alteraciones en el metabolismo de lipoproteinas y su influencia

51



Introduccién general

sobre la fertilidad femenina es un campo que no ha sido auin estudiado en profundidad.
No obstante, existen varios reportes que indican que las lipoproteinas, en especial las
lipoproteinas de alta densidad (HDL, en inglés), tienen un rol potencial en la infertilidad
femenina [127,128].

Las HDL son las Unicas lipoproteinas detectadas en niveles significativos en FF,
probablemente debido a que la porosidad de la membrana basal entre granulosa y teca
s6lo permite el paso de proteinas séricas de hasta 300 kDa, caracteristica que ocurre
también en muchas otras especies. [125,129,130]. Las HDL pueden transportar
nutrientes criticos a las células foliculares y a los ovocitos para la sintesis de
membranas, la producciéon local de hormonas esteroideas y para la maduracién
ovocitaria, asi como también participar del eflujo de lipidos desde las células ovaricas y
ovocitos, manteniendo el balance celular de colesterol [131,132]. En consecuencia, las
anomalias en el metabolismo de HDL-colesterol, ya sea que afecten su abundancia,
estructura o funcionalidad, podrian comprometer la fertilidad femenina.

Las particulas de HDL estan compuestas por una bicapa lipidica y un centro
(“core”) hidrofébico, sumado a componentes proteicos que incluyen apolipoproteinas
y enzimas lipoliticas y antioxidantes (Fig. 8) [133]. A diferencia de HDL séricas, las HDL
de FF son: pobres en colesterol, tienen mayores cantidades de fosfolipidos y sus
principales componentes proteicos son las apolipoproteinas A-Iy A-IV (ApoA-I 'y apoA-
IV, respectivamente)[134,135]. Cabe destacar que, si bien las particulas HDL-colesterol
han sido reconocidas clasicamente como las responsables de proveer colesterol a los
foliculos ovaricos como sustrato para la sintesis de esteroides de novo, [125,135,136]
en los ultimos afios se les han atribuido propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
citoprotectoras [137,138]. También se han reportado que las HDL de FF humano
presentan funciones angiogénicas y son un potente mitdgeno para células endoteliales

[134], y que ademads podrian estar involucradas en la capacitacion espermatica [139].
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El receptor scavenger de clase B tipo 1 (SR-BI) es un receptor de HDL
fisiologicamente relevante en un gran numero de tejidos, incluyendo las células
foliculares y luteales [140,141], las células endoteliales [142,143],1as VSMCs [144] y los
macro6fagos [145] . Se ha encontrado que los tejidos con niveles de expresion mds altos
de SR-BI son el ovario, la glandula adrenal, el bazo y la placenta [146-148].

Aunque las hembras knock-out para SR-BI presentan ciclos estrales normales
y ovulacién normal, resulta interesante que varios reportes describen diversas
anomalias en el sistema reproductivo. Por ejemplo, las hembras KO para SR-BI

presentan HDLs anormales, ovocitos disfuncionales e infertilidad [149,150].

Figura 8: Esquema de una particula de HDL cargada de colesterol, con ApoA-I como apoliproteina
principal. La particula estd en contacto con una molécula del receptor SR-BI localizada en la membrana

plasmatica celular.
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PATOLOGIAS ASOCIADAS A DISFUNCION OVARICA

SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA (OHSS)

Es una complicacién iatrogénica severa del crecimiento y maduraciéon
folicular ocasionada por la induccidn de la ovulacidn en tratamientos de fertilizacion
asistida en los cuales se realiza estimulacidn ovarica con altas dosis de gonadotrofinas.
Afecta entre el 5y 10% de las pacientes que se encuentran bajo tratamientos de
fertilizacion asistida [151,152].

El sindrome se conoce desde 1943 cuando se utilizaban, para la estimulacién o
induccion de la ovulacion, preparados de gonadotrofinas de suero de yegua prefiada,
preparaciones hipofisarias de oveja o gonadotrofinas coriénica humana de origen
urinario. El primer caso fatal de OHSS fue descripto en 1951 por Gotzsche con oliguria
y falla renal llevando a la paciente a la muerte [153].

En los tratamientos de fertilizacion asistida, el éxito depende en gran medida
de los protocolos de estimulacion ovarica empleados, con los que se pretenden obtener
ovocitos que puedan derivar en embriones de buena calidad, con capacidad de
implantacion y, de esa forma, generar un embarazo evolutivo. La estimulacién ovérica
se realiza con gonadotrofinas (generalmente FSH recombinante), seguida de la
administracion de hCG para inducir la ovulacién y permitir el soporte de la fase lutea.
La hCG tiene estructura y actividad bioldgica similar a LH, pero con mayor vida media,
que resulta en un efecto luteotréfico sostenido y por lo tanto en el desarrollo de
multiples cuerpos luteos funcionales. A su vez, OHSS no solamente puede ocurrir
durante la fase litea, sino también durante la primer parte del embarazo a causa de la

hCG endégena [154].
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Rasgos clinicos de OHSS

En la forma inicial de OHSS ocurre aumento del tamafio de los ovarios
acompanado por malestar abdominal. En casos mds avanzados, los ovarios se vuelven
quisticos y esto puede resultar en distension y dolor abdominal, nduseas, vomitos y a
veces diarrea.

Los signos subsiguientes son probablemente el resultado de una disfuncién
circulatoria correspondiente a un aumento en la permeabilidad vascular y una marcada
dilatacidn arterial. Estos sintomas pueden ser seguidos de presencia de ascitis la cual
puede ser so6lo visualizada a través de ecografia intravaginal, mientras que en casos mas
severos la ascitis es clinicamente detectable. La ascitis se caracteriza por una alta
concentracion de proteinas, un bajo recuento leucocitario, y presencia de alto numero
de glébulos rojos. El exudado extravascular, rico en proteinas, acumulado en el
peritoneo, en el plasma y a veces en el espacio pericardico, es asociado con depleciéon
del volumen intravascular, hemoconcentracién y activaciéon de vasoconstrictores.

Los efectos cardiovasculares incluyen hipotension arterial, volumen de fluido
reducido, baja presion de la vena central, taquicardia, hemoconcentracién, e
hipercoagulacién. Por otro lado, la disminucién de la perfusiéon renal induce
estimulaciéon de los tubulos renales y reabsorcién de sodio y agua que resulta en
manifestaciones clinicas de oliguria [155].

Asociada a la ascitis, la ileus peristatica, puede dafiar el movimiento
diafragmatico origindndose problemas respiratorios. Si la efusién pleural también se
desarrolla, la funcién pulmonar se ve afectada seriamente y lleva al sindrome de
diestrés respiratorio agudo (ARDS). Los fenémenos tromboembélicos son la ultima
complicacién de OHSS, y en algunos casos resultan fatales a pesar de la aplicacién de

un tratamiento adecuado [153].
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Etiologia de OHSS

Aunque la causa de OHSS es compleja y en algunos aspectos ain
permanece sin estar dilucidada, se sabe que la administracién de hCG induce la
liberacién de un mediador que tiene efecto sobre el sistema vascular, el cual es el
responsable de las consecuencias clinicas de OHSS y juega un rol en el desarrollo de
este sindrome. Se ha observado que los niveles séricos de VEGF aumentan luego de la
administracién de hCG en mujeres hiperestimuladas con riesgo a desarrollar OHSS
[156-158]. Ademads, que las concentraciones de VEGF en suero, fluido peritoneal y
folicular en pacientes con riesgo a OHSS se encuentran correlacionadas positivamente
con el desarrollo del sindrome [159-161].

Por otra parte, el OHSS, no solo puede ocurrir durante la fase ldtea, sino
también durante la primer parte del embarazo a causa de la hCG enddgena [154].
Ademas, si bien la mayoria de los casos de OHSS son causas iatrogénicas, existe una
forma de OHSS espontanea dada por una mutacion en el gen del receptor de FSH
(FSHR) que genera una hiperrespuesta a la FSH circulante y ademads reacciona con
moléculas de estructura similar como la hCG o la tirotropina (TSH) [162].

Hasta ahora, la fisiopatologia de este sindrome no ha sido completamente
descripta y tampoco existen tratamientos preventivos éptimos. Sin embargo, sumado a
la alta permeabilidad vascular en respuesta a la estimulacién con hCG en las pacientes
que desarrollan OHSS [163], se ha comprobado que esta hormona es capaz de inducir
la producciéon de factores angiogénicos. En particular, los sistemas angiogénicos de
VEGF, angiopoietinas (ANGPTs), TGFs y esfingolipidos, como el S1P, han sido
implicados en el desarrollo de OHSS. Varios autores y nosotros hemos demostrado la
participacion de estos factores en la etiologia de este sindrome [164-170]. Ademas, se
han descripto factores adicionales que estarian involucrados en este sindrome, como el
sistema  renina-angiotensina, las prostaglandinas y diversas citoquinas

proinflamatorias [171].
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Sin embargo, ningln estudio ha demostrado hasta el momento la contribucién
del sistema angiogénico de PDGF, cuya funciéon es regular la estabilidad y la
permeabilidad vascular. En base a estos antecedentes, uno de los objetivos de esta tesis

es evaluar la participacién de PDGF-B en el desarrollo de OHSS.

FALLA PREMATURA OVARICA (POF)

La falla ovarica prematura (FOP) es un desorden multicausal que se caracteriza
por la desaparicién o disfuncidn de los foliculos ovaricos en mujeres menores de 40
afos. La FOP afecta alrededor del 1-2% de mujeres menores de 40 afios y al 0,1% de
mujeres menores de 30 afios [172]. Estas pacientes presentan amenorrea,
hipoestrogenismo y elevados niveles de gonadotrofinas. Las causas que provocan FOP
se pueden agrupar en: causas genéticas, causas inmunes, causas infecciosas y causas
iatrogénicas (quimioterapia, radioterapia)[173].

Las drogas quimioterapéuticas (ciclofosfamida, procarbacina, busulfan,
cisplatin, doxorubicina entre otras) poseen un fuerte efecto téxico sobre el ovario,
afectando la reserva ovarica (foliculos primordiales y primarios) [174,175]. Esta
reportado que el tratamiento con estos agentes producen FOP en la mayoria de las
pacientes [173,176]. Hasta ahora, se han sugerido varios posibles mecanismos que
explican el dafo severo en el ovario por la quimioterapia. Uno de ellos involucra el
aumento de la apoptosis en foliculos de distintos estadios [177]. El otro mecanismo
involucra el dafio sobre el estroma ovarico y la vasculatura que causan la disminuciéon
de los foliculos mds pequefios [178]. El tercer mecanismo es la activacion desregulada
de foliculos quiescentes, causando depleciéon de la reserva folicular [179,180].
Actualmente, se utilizan distintas opciones para preservar la fertilidad (supresion de
FSH/LH por agonistas de GnRH, criopreservacion de ovocitos, embriones y material

ovarico), pero las mismas son de alto costo o su efectividad es muy baja.
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Uno de los tratamientos farmacolégicos mas utilizados actualmente para
proteger la reserva ovdarica en pacientes antes de iniciar y durante la quimioterapia es
la administracién de andlogos de GnRH. Estos andlogos suprimen la funcién gonadal
en forma transitoria durante la quimioterapia, evitando supuestamente la destruccién
de los foliculos. Sin embargo, el pool de foliculos primordiales y primarios carecen de
receptores para FSH y el reclutamiento inicial es independiente de gonadotrofinas lo
que indicaria que los andlogos de GnRH no son tan efectivos en la preservacion del

ovario [174,181,182].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las hipotesis que postulamos son:

@,
0’0

La desregulacion de los sistemas de PDGF y S1P esta involucrada en la patogenia
de OHSS, afectando en parte a la angiogénesis ovarica y aumentando la
permeabilidad vascular que conduce a la presencia de ascitis observada en este
sindrome.

El esfingolipido ceramida 1 fosfato (C1P) protege al ovario y previene la
infertilidad en la falla ovarica prematura (POF) inducida por quimioterapia a

través de la modulacion de la funcion ovarica y la angiogénesis.

Debido a que en la actualidad es escasa la informacién que se dispone acerca de estas

patologias y de sus posibles tratamientos, se plantearon los siguientes objetivos

generales:

I) Modelo OHSS:

1.

Estudiar el efecto in vivo intraovarico que produce el agregado de PDGF-B sobre la
permeabilidad vascular y la angiogénesis ovdrica, y su relacién con la dindmica
folicular y luteal, y con la esteroidogénesis en un modelo de OHSS.

Estudiar el transporte de colesterol en FF de pacientes sometidas a técnicas de
reproduccién asistida (ART) con alto riesgo de desarrollar OHSS y pacientes
controles.

Evaluar el efecto in vitro que produce el agregado del esfingolipido S1P al FF
proveniente de pacientes con alto riesgo de desarrollar OHSS sobre un cultivo

primario de células vasculares de musculo liso.
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IT) Modelo de FOP inducida por quimioterapia:

1. Estudiar el efecto in vivo intraovdrico que produce el tratamiento con el
esfingolipido C1P sobre el desarrollo folicular, 1a apoptosis, la angiogénesis ovdrica
y la fertilidad en un modelo de FOP inducida por quimioterapia.

2. Analizar el efecto in vitro que produce el agregado de C1P sobre la viabilidad y la
funcionalidad celular en wuna linea celular de macréfagos expuestos a

quimioterapia.

De acuerdo con los objetivos generales, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

I) Modelo OHSS:

1. Estudiar el efecto in vivo intraovarico que produce la administracion del factor
angiogénico PDGF-B en un modelo de OHSS desarrollado en rata sobre:

1.1. El peso ovarico

1.2. El desarrollo folicular y la formacién del cuerpo lateo (CL).

1.3. La proliferacion celular

1.4. La esteroidogénesis ovarica.

1.5. La estabilidad de la vasculatura ovarica.

1.6 La permeabilidad vascular.

1.7. La formacion de la membrana basal endotelial

1.8 La expresion ovarica de proteinas de unién intercelular.

2. Caracterizar el transporte de HDL-colesterol en FF de pacientes control y con riesgo

a desarrollar OHSS
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2.1 Estudiar los niveles de colesterol total, el perfil lipidico y la composicion de
las lipoproteinas en FF provenientes de pacientes sometidas a ART con alta
probabilidad de desarrollar OHSS y pacientes control.

2.2. Evaluar los niveles de expresion proteica del receptor de la lipoproteina
HDL, SR-BI, en un cultivo de células de granulosa-luteinica humanas en

presencia de FF de este tipo de pacientes.

3. Evaluar el efecto in vitro que produce el agregado de S1P en cultivos de células de

musculo liso vascular de rata estimuladas con FF provenientes de este tipo de pacientes

sobre los siguientes parametros:

3.1. La distribucién de los filamentos de actina
3.2. La expresion de proteinas de unidn intercelular

3.3. La expresion de los receptores de S1P (S1P1y S1P3).

IT) Modelo de FOP inducida por quimioterapia:

1. Analizar el efecto in vivo intraovarico del esfingolipido C1P en ovarios provenientes

del modelo de FOP inducida por ciclofosfamida desarrollado en ratén hembra adulta

sobre:

1.1 El desarrollo folicular y la atresia.

1.2 La morfologia uterina

1.3 La expresion de la hormona anti-miilleriana (AMH, marcador de reserva
ovarica)

1.4 Los niveles de hormonas (estradiol, FSH) tisulares y séricos.

1.5 La apoptosis ovarica

1.6 El desarrollo y estabilidad vascular del ovario.
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1.7 La fertilidad de la hembra (indice de fertilidad, nimero de crias nacidas
vivas y peso promedio de las crias)
1.8 La funcionalidad ovocitaria (maduracién, fertilizacién y desarrollo

embrionario)

2. Evaluar el efecto in vitro que produce el esfingolipido C1P en presencia de
ciclofosfamida en una linea de macréfagos sobre:

1.1 La viabilidad celular

1.2 La apoptosis celular

1.3 Los niveles de citoquinas (MCP-1, IL-6)

62



Metodologia general

METODOLOGIA GENERAL

MATERIALES Y REACTIVOS

La PMSG fue obtenida de Syntex S.A. (Buenos Aires, Argentina), y la hCG fue
obtenida de Elea (Buenos Aires, Argentina).

Los reactivos: acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato sédico (SDS), 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), glicina, albumina de suero bovino (BSA), persulfato de
amonio (PSA), N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED), Tris, fenilmetilsulfonil
fluoruro (PMSF), N-tosil-L-fenilalanina-clorometil cetona (TPCK) y N-CBZ-L-
fenilalanina clorometil cetona (ZPCK) fueron obtenidos en Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, U.S.A). El peréxido de hidrégeno 30% provino de Merck Millipore (Darmstadt,
Alemania). El marcador de peso molecular pretefiido fue adquirido en Amersham Life
Science. El suero fetal bovino (SFB) fue obtenido de Natocor (Argentina). La
fluoresceina de sodio (C.I. 45350) fue obtenida de Biopack (Argentina).

El PDGF-B recombinante fue una generosa donacion de la Dra. Mercedes Goin
(Laboratorios Beta, Argentina). La esfingosina-1-fosfato fue obtenida de Sigma-Aldrich
y la ceramida-1-fosfato (#860532P) de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). La
ciclofosfamida (CAS no. 6055-19-2) fue obtenida de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
y la perfosfamida (j4-hidroperoxiciclofosfamida, #D-18864) fue obtenida de Niomech -

IIT GmbH (Bielefeld, Alemania).

ANTICUERPOS

Los anticuerpos primarios anti BAX (sc-493), BCLX(sc-634), N-cadherina (sc-
7939), PDGFR (sc-432), AMH (sc-6886), 33-HSD (sc-30820), nectina-2 (sc-373715), S1P3

(sc-30024), Sphk1 (sc-48825), desmina (sc-27167), VE-cadherina (sc-9989), Colageno IV
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(sc-70246) y B-actina (sc-1616-R) fueron adquiridos en Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Santa Cruz, CA, USA). Los anticuerpos primarios anti a-SMA (ab18147), DDX4
(ab27591), A-SMase (ab83354), S1P1 (ab125074), occludina (71-1500) y PDGF-B (ab16829)
fueron obtenidos de Abcam (Cambridge, Massachusetts, USA). El anticuerpo primario
anti Von Willebrand (A0082) fue adquirido de DAKO (DAKO, Glostrup, Denmark). Los
anticuerpos anti occludina: (71-1500) y claudina-5: (35-2500) provinieron de Invitrogen
(Invitrogen Corp., CA, USA). Los anticuerpos anti GADPH (# 2118) (Cell Signaling
(Danvers, MA, USA. El anticuerpo anti P450scc fue obtenido de Dr. Anita Payne.
Stanford University Medical Center, Stanford, CA, USA. Los anticuerpos anti ApoAl y
SR-BI fueron una donacién del Lab. de la Dra. Busso, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, Chile.

Los anticuerpos IgG secundarios anti-conejo, anti-ratén y anti- cabra
conjugados a peroxidasa y a biotina fueron obtenidos en Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
U.S.A). El anticuerpo secundario anti-conejo unido a FITC (#65-6111) fue adquirido en
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El anticuerpo anti-ratén unido a

DYlight549 (DI-2549) fue obtenido de Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

METODOS DE ADMINISTRACION DE LOS TRATAMIENTOS

CIRUGIA E INYECCION INTRABURSA

Los animales fueron anestesiados previamente via intraperitoneal (ip) con un
coctel de ketamina y xilacina, de acuerdo a su peso (Fig 9A). Se les realiz6 una Unica
incision dorsal en la linea media del cuerpo, y luego dos pequeias incisiones para
acceder al peritoneo, ubicadas directamente sobre la grasa que recubre el ovario
derecho y el izquierdo. Se externalizé cada ovario a través de su respectiva incisién y se

realizé la inyeccidn intrabursa de los tratamientos mediante una jeringa Hamilton, que
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se insertd dentro de la bursa ovarica (Fig. 9B). Cada animal recibi6 entre 5y 10 pl de
solucidén o de vehiculo en ambos ovarios, dependiendo del modelo animal y del grupo
experimental. Los ovarios fueron reubicados en la cavidad peritoneal y las heridas
fueron selladas o cosidas para prevenir infecciones.

Luego de la intervencidn, los animales fueron colocados en cajas separadas
bajo una fuente de calor suave, hasta recuperar su conducta normal. Finalmente, los
animales permanecieron en sus jaulas en condiciones normales hasta el dia del
sacrificio o del cruzamiento.

Se describira detalladamente la metodologia especifica de los modelos
experimentales de OHSS y FOP desarrollados en roedores mas adelante, en sus

respectivos capitulos.

Figura 9: Esquema de las vias de administracion utilizadas para los modelos experimentales en
roedor. A: Via intraperitoneal (utilizada para administrar anestesia) B: Via intrabursa (utilizada para

administrar los tratamientos en estudio).

COLORACION CON HEMATOXILINA - EOSINA

Los cortes histolégicos de 5 um de espesor de distintos tejidos fueron montados
en portaobjetos con carga positiva, desparafinados con xileno y deshidratados en

diluciones decrecientes de etanol (96%, 90% y 75%). Los cortes fueron lavados en agua
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destilada y sumergidos en hematoxilina durante 1 minuto. Luego de dos lavados en agua
corriente, se realiz6 una rapida inmersion en eosina (10 segundos) y lavados con alcohol
96% hasta obtener el color deseado. Los portaobjetos se dejaron secar al aire y luego se
cubrieron con bélsamo de Canada sintético (Biopack, Argentina) y con cubreobjetos

para su montaje.

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HISTOQUIMICA

La localizacién inmunohistoquimica se realizé utilizando la técnica de
estraptavidina - biotina - peroxidasa. Los cortes histolégicos se desparafinaron en
xileno e hidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%). Se
bloqueé la peroxidasa endégena en 3% de H202 por 30 minutos. Los cortes se lavaron
en buffer PBS (NaCl 0,58 M, Na2HPO4 anhidro 41,56 mM, KH2P0O4 15,8 mM, pH 7,5). En
el caso de PCNA (marcador de proliferacion celular); lectina biotinilada de Bandeiraea
simplicifolia (lectina-BS, marcador de endotelio); a-actina (marcador de células
murales); hormona anti-miilleriana (AMH, marcador de reserva ovarica); DDX4
(marcador de células germinales) y caspasa 3 clivada, se realizé una exposicién
antigénica sometiendo las muestras a microondas en buffer citrato 0,01 M (pH 6) dos
veces durante cinco minutos a 600 W de potencia. Para la deteccion de Factor Von
Willenbrand (marcador de endotelio) se utilizé proteinasa K (concentracion: 15 pg/ml,
tiempo: 10 minutos) como método de desenmascaramiento del antigeno.

En todos los casos, se bloquearon las proteinas con 2% de BSA por 20 minutos
y se incubaron con el primer anticuerpo correspondiente (PCNA 1/100, a-actina 1/100,
AMH 1/400; DDX4 1/100, caspasa-3 clivada 1/100, Factor Von Willenbrand 1/100 en PBS)
o con la lectina-BS (20 mg/ml) a 4° C en cdmara himeda durante toda la noche. Al dia
siguiente se lavo con PBS y se incubd con el correspondiente anticuerpo secundario anti

- ratén o anti - conejo 1/400 en PBS durante una hora en cdmara hiimeda a temperatura
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ambiente (excepto en el caso de la lectina BS-1). Se lavé con PBS, se agreg6 el complejo
ABC: avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain ABC system, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) y se incubd durante 30 minutos en cdmara hiumeda a temperatura
ambiente. Se lavé con PBS y se revel6 con DAB (3’,3-diamino bencidina) 0,5 mg/ml
durante 3 minutos. Se detuvo la reacciéon con H20 y se realiz6 un contraste con
hematoxilina. En el caso de AMH, no se realizé ninguna tincién de contraste para
visualizar los foliculos de manera éptima.

Por ultimo, se deshidrataron los cortes sumergiéndolos en una serie
ascendente de concentraciones de etanol, se aclaré con xileno y se montaron los cortes
con bdalsamo de Canadd sintético (Biopack, Argentina). Los controles negativos se
obtuvieron en ausencia del anticuerpo primario o de la lectina.

Las imagenes se digitalizaron mediante una cdmara de fotos (Nikon, Melvilla,
NY, USA) montada sobre un microscopio de luz convencional (Nikon), utilizando un
aumento de 400X. Finalmente las imégenes se transformaron al formato Tiff (“bi-level
scale”) para ser analizadas a través del programa Image J (Image Processing and

Analisis in Java, Nacional Institute of Health, USA).

EXTRACCION Y MEDICION DE PROTEINAS

Los ovarios provenientes de los distintos grupos experimentales que fueron
sometidos a una extraccion de proteinas, fueron homogeneizados mediante un equipo
Ultra-Turrax (IKA Werk, Breisgau) en 350 ul de buffer de lisis (Nonidet P (NP-40) 1%,
Tris 20 mM pH 8, NaCl 137 mM vy glicerol 10%), suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas, segin correspondiese. Luego, las muestras fueron centrifugadas
a 4°C durante 10 min a 10.000 x g y el pellet resultante se descarté.

Para la extraccion proteica de células, las placas de 24 wells fueron congeladas

a -20° C y luego se les agregd a cada well 50 pl de buffer lisis. Se las dejo reposar en
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hielo durante 30 minutos y se procedi6 a disgregar las células. El lisado se centrifugé a
4° C a 13.000 rpm durante 10 minutos. En todos los casos, la medicion de proteinas se

realizé en el sobrenadante por el método de Bradford.

WESTERN BLOT

Para la determinacion de los niveles de distintas proteinas, se sembraron 20 o
30 pg de extracto proteico en un gel de poliacrilamida (10%, 12% o 15%) con SDS (SDS-
PAGE). Las muestras fueron previamente hervidas durante 5 minutos en buffer (SDS
6%, B-mercaptoetanol 15%, glicerol 60%, azul de bromofenol 0,006%, Tris-base 0,18M,
pH=6,8). Las proteinas fueron separadas por electroforesis a 25 mA durante 1,5 horas y
luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa durante 2 horas a 80 V en
buffer Tris-base 0,025M (pH=8,3), glicina 0,192 M y metanol 20%. Los sitios de unién
remanentes sobre las membranas fueron bloqueados con una solucién de TBS y
detergente Tween (TTNBS 0,05%) y leche descremada en una concentracién de 0,05
g/ml durante 1 hora a temperatura ambiente o por incubaciéon durante toda la noche a
4°C. Luego las membranas fueron incubadas con las correspondientes diluciones de
anticuerpos primarios policlonales durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente y luego
de sucesivos lavados con TTNBS, las membranas fueron incubadas con sus
correspondientes anticuerpos secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (IgG anti
conejo acoplado a peroxidasa 1:1000 o IgG anti ratén acoplado a peroxidasa 1:1000
diluidos en TTNBS 0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las
membranas fueron incubadas con el reactivo de quimioluminiscencia (Amersham
Pharmacia) durante 1 minuto. Se detect6 la marca por autorradiografia utilizando una
pelicula radiografica. Los controles negativos se obtuvieron en ausencia del primer
anticuerpo. El contenido proteico de cada muestra se analiz6 mediante la realizacién

de una densitometria de las bandas obtenidas para la proteina de interés. La densidad
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de cada banda fue normalizada respecto a la densidad obtenida en la misma muestra
para las proteinas B-actina o GADPH, segln correspondiera. En el caso del analisis
proteico en FF se normalizé respecto a las bandas invariable obtenidas de las
membranas de nitrocelulosa tefiidas con S-Ponceau. Los datos de la densidad relativa

se expresaron como unidades arbitrarias + ESM.

EXTRACCION DE ESTEROIDES DE OVARIO

Los ovarios enteros fueron disgregados mecanicamente y luego
homogeneizados en acetona (1:10 peso/vol). Se realizé una centrifugaciéon a 1600 xg
durante 10 minutos y los sobrenadantes fueron trasvasados a tubos coénicos y
evaporados a sequedad. El remanente se resuspendi6 en 1 ml de agua destilada y se
incub¢ a 50 °C durante 10 minutos en agitacion. De esta resuspension se realizaron dos
extracciones con éter dietilico (1:2,5 vol/vol) mediante agitacién de cada muestra
durante dos minutos luego del agregado de éter. Mediante congelamiento durante 20
minutos a -70 °C fueron separadas las fracciones etéreas, las que fueron trasvasadas,
evaporadas y resuspendidas en 1,4 ml de metanol, al que se le agregé 1,4 ml de agua
destilada. Se realiz6 una nueva particién con n-hexano para lo cual se homogeneizé
durante 2 minutos y se descart6 la fase superior. Finalmente se agreg6 a la fase inferior
2 ml de diclorometano y luego de su homogeneizacion se descarté la fase superior
acuosa y se dejé evaporar la inferior. Los residuos se resuspendieron en buffer RIA y

fueron conservados a -20 °C hasta realizar las correspondientes mediciones [183].

RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

Se determiné el contenido de estradiol (E,) y progesterona (P;) en ovarios

mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA). En ambos casos se utilizaron
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anticuerpos policlonales en una dilucién adecuada para ligar el 36% del
correspondiente *H-esteroide utilizado como trazador. En el procedimiento se incubé
una alicuota de la muestra, una cantidad de trazador correspondiente a 10.000 cpm y
un volumen determinado de anticuerpo durante 16 horas a 4° C. Finalizada la
incubacidn, se separ6 la hormona libre de la unida al anticuerpo con 0.2 ml de una
solucion de carbdn activado 0,5%, en el buffer de ensayo: (Buffer RIA: Na,HPO,40 mM,;
NaH,P0, 39,5 mM; NaCl 155 mM; azida sédica 0,1%; gelatina 1%; pH= 7,0) y posterior
centrifugacién durante 15 minutos a 3000 rpm. Los sobrenadantes fueron transferidos
a viales de conteo en los cuales se agregd 2 ml de solucidn de centellante Optiphase
Hisafe 3. La radiactividad se determind en un contador de centelleo liquido Beckman
LS 1801, con una eficiencia del 62%. El rango de utilidad del ensayo para la P, fue de
12,5 a 800 pg y para el E; de 6,25 a 800 pg en un volumen final de 0,5 ml. Los valores se
relativizaron al peso ovarico correspondiente y se expresaron como ngr. de hormona/
gr. de ovario.

En cuanto a la FSH, se determind la concentracién de la misma en suero de
ratén. Para ello, se recolectdé sangre mediante una puncidon cardiaca terminal en
animals previamente anestesiados con una mezcla de ketamina y xilacina (4:1). Se
permiti6 la coagulaciéon de la sangre a T amb por 45 minutos, y de alli se obtuvieron los
sueros mediante centrifugacion a 3000g. La concentracién de FSH se evalué por RIA
con kits provenientes del NHPP (National Hormone and Peptide Program), NIDDK
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases) y del Dr. Parlow. Los
resultados fueron expresados en términos de los estindares RP3 de FSH de rata, ya que
estos sistemas reconocen muestras de ambas especies. La sensibilidad del ensayo fue
de: FSH 0.1175 ng/ml y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 8,0 y

13,2%, respectivamente. Los valores fueron expresados como ng por ml de suero.
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CAPITULO I: SINDROME DE HIPERESTIMULACION

Ve

OVARICA (OHSS

Como ya se mencioné previamente, se define al OHSS como una
complicacién iatrogénica severa del crecimiento y maduracion folicular ocasionada por
la induccién de la ovulacidn en tratamientos de fertilizacion asistida en los cuales se
realiza estimulacion ovarica con altas dosis de gonadotrofinas [151,184].

Los sintomas mas predominantes de OHSS en respuesta a los tratamientos de
fertilizacion asistida son el aumento del tamano ovarico, acompafiado por dolores
abdominales y un gran aumento en la permeabilidad vascular que conduce a la
aparicidon de ascitis, que puede ser de leve a severa. En base a estos rasgos clinicos,

tradicionalmente, OHSS ha sido clasificado en tres estadios, y en cinco grados seglin su

intensidad (Tabla 1.1)[184].

Estadio Caracteristicas

Grado 1 | Distension e incomodidad abdominal.

Leve Grado 1, mds vomitos, diarrea y aumento del tamaio de los
Grado 2
ovarios de (5-12 cm)

Jeel=ziclot Grado 3 | Grado leve, mas presencia ecografica de ascitis.

Grado moderado, mas signos de ascitis/hidrotérax o dificultad
Grado 4
respiratoria.

evero Grado 5 | Grado 4, mas cambios en el volumen sanguineo, aumento de
la viscosidad sanguinea por hemoconcentracion, trastornos

de la coagulacion y eventos tromboembdlicos.

Tabla 1.1: Clasificacién del Sindrome de Hiperestimulacién ovarica (OHSS).
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ET10L0GiA DE OHSS

Como ya se ha mencionado, el factor angiogénico VEGF es uno de los
actores mas implicados en la patogenia de este sindrome. Se ha encontrado que los
niveles séricos de VEGF aumentan luego de la administracién de hCG en mujeres
hiperestimuladas con riesgo a desarrollar OHSS [155,185] . Ademads, las
concentraciones de VEGF en suero, fluido peritoneal y folicular en pacientes con riesgo
a OHSS se encuentran correlacionadas positivamente con el desarrollo del sindrome
[159-161] .

Varios autores han mostrado que el VEGF de pacientes con OHSS proviene del
ovario hiperestimulado debido a que la concentraciéon de VEGF en fluido folicular es
100 veces mayor comparado al del suero [160,161]. Asimismo, se ha observado en
mujeres que desarrollan la enfermedad OHSS, que el VEGF se expresa en células de
granulosa-luteinicas y se libera al fluido folicular en respuesta a hCG, aumentando la
permeabilidad vascular (Fig. 1.1) [186]. Por otro lado, estudios in vitro, han demostrado
que la administracion de hCG en células de la granulosa luteinicas humanas aumenta
los niveles del ARNm de VEGF de manera dosis y tiempo dependiente [187]. Por lo
tanto, se considera que el VEGF es el principal mediador en el desarrollo de OHSS.

Sin embargo, ademas del VEGF se han descriptos factores adicionales
que estarian involucrados en la patogénesis de este sindrome. Rizk y col. en 1997
demostraron que las citoquinas proinflamatorias (IL-1f, IL-6, IL-8 y TNF-a) se
encontraban aumentadas en suero, fluido folicular y ascitico de pacientes con OHSS
severo [171]. A su vez, otras moléculas, como la histamina, la prolactina, la IL-6, la IL-
1B y el sistema renina - angiotensina también han sido propuestas como relevantes en
el desarrollo de OHSS [157,188,189]. Ademas, hay trabajos que demuestran que el
aumento en la permeabilidad vascular depende de otras moléculas, como la proteina
de uniones adherentes VE-cadherina que juegan un rol en el desarrollo y progresion de

OHSS severo [187].

72



Capitulo I: OHSS - Introduccién

= _ Ovario OHSS
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Figura 1.1: Fisiopatologia de Sindrome de Hiperstimulacién Ovarica. La hormona hCG estimula en las
células de la granulosa-luteinicas a sintetizar y liberar grandes cantidades de VEGF. El receptor KDR también
es estimulado en células de la granulosa-luteinicas y células endoteliales en respuesta a hCG. El VEGF
liberado por las células de la granulosa-lueinicas se une a los receptores KDR en células endoteliales

aumentando la permeabilidad vascular. Adaptado de Soares y col., 2008 [187].

En nuestro laboratorio, hemos demostrado en el modelo de OHSS desarrollado
en rata, que la administracion in vivo de un agonista de GnRH afectaba la estabilidad
vascular y la proliferacion de células del cuerpo ldteo conduciéndolo a la regresion. En
base a estos resultados, se sugirieron a los agonistas de GnRH como posible tratamiento

para prevenir la patologia de OHSS [190].
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Otra estrategia propuesta fue la utilizacién de un inhibidor de VEGF sobre el
desarrollo de OHSS, ya que las pacientes presentan niveles elevados de este factor
angiogénico en suero, liquido peritoneal y fluido folicular. Nuestros resultados han
mostrado que el inhibidor de VEGF (TRAP) disminuye el nimero de cuerpos luteos y
aumenta el ndmero de foliculos atrésicos en ovarios de ratas OHSS. Estos resultados son
relevantes considerando que en este sindrome existe un alto numero de foliculos
desarrollados y CLs asociados a una angiogénesis excesiva [191,192]

Asimismo, existe otro sistema vasoactivo, el sistema de ANGPTs, que es
también indispensable para el desarrollo de los vasos sanguineos y ha sido relacionado
con la patologia de OHSS [193]. Estos autores reportaron que los niveles de ANGPT2
aumentan luego de 30 dias post hCG en pacientes con OHSS que se embarazaron.
Ademsds, en nuestro laboratorio hemos encontrado un aumento en la expresiéon
proteica de ANGPT1 y de su receptor Tie-2 en ovarios provenientes de un modelo de
OHSS desarrollado en rata [190]. También, en FF humanos hemos observado un
aumento en los niveles proteicos de esta ANGPT en pacientes con alto riesgo a
desarrollar OHSS.

Ademads, en nuestro laboratorio se evaluaron los niveles proteicos de dos
ligandos del sistema de PDGF: PDGF-B y -D en FF de pacientes con alto riesgo a
desarrollar OHSS. Los resultados mostraron que estas isoformas, implicadas en el
reclutamiento de células peri-endoteliales (células de musculo liso y pericitos), se
encontraban disminuidas en los FF de este tipo de pacientes, comparado a los FF de
pacientes control (datos no publicados). Por otra parte, observamos que los niveles
proteicos ovaricos de PDGF-B y PDGF-D, asi como de su receptor PDGFRp, se
encontraban disminuidos en el modelo de OHSS comparado a ratas normales [170].

Por tltimo, hemos encontrado una disminucién significativa en los niveles del
esfingolipido S1P en FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto de FF de

pacientes control, siendo éste un factor clave para la integridad vascular y para la
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interaccion entre células endoteliales y peri-endoteliales [168]. Ademas, demostramos
que la administracion local de S1P restaura la estabilidad vascular y disminuye a
severidad en el modelo de OHSS desarrollado en roedor [167].

Todos estos antecedentes sugieren que hay muchos factores que intervienen
en la patogenia de OHSS, y que podrian existir alteraciones en otros sistemas menos
estudiados, como los de PDGF y S1P. Estos sistemas cobran especial importancia
porque regulan la madurez y la funcionalidad vascular, afectando el reclutamiento y la
estabilidad de células peri-endoteliales, y por ende, modulando la permeabilidad en la

microvasculatura.

INCIDENCIA DE OHSS

En Argentina, se ha observado que 3 de cada 10 mujeres poseen problemas
para concebir. En la actualidad, debido al aumento en el nimero de mujeres que se
someten a tratamientos de fertilizacién asistida se ha visto un incremento en el
desarrollo de OHSS. La incidencia actual de OHSS es del 0.5-5% en forma grave, 3-6%
para la forma media y 20-33% para la forma leve, que normalmente no requiere
tratamiento [151]. Estos porcentajes estdn determinados sobre el total de ciclos de
estimulacion ovarica. Aunque estos datos indican que la prevalencia de la forma severa
es baja, es importante destacar que este sindrome es una complicaciéon causada por
procedimientos de fertilizacion asistida que en algunos casos pueden requerir cuidados

intensivos inmediatos.

Factores de riesgo que influyen en la incidencia de OHSS

El conocimiento de los factores de riesgo y la observacion de las

condiciones clinicas son utiles para predecir qué pacientes son susceptibles de
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presentar una hiperestimulacién ovarica severa. Los factores que se deben considerar

son:

Edad: Existe una correlacion inversa entre la edad de la mujer y el desarrollo del
sindrome. Esto puede deberse a que los ovarios de mujeres jévenes (<35 afios)
tienen mayor densidad de receptores para gonadotrofinas, siendo sus ovarios mas
sensibles o bien porque poseen un mayor ndmero de foliculos que son capaces de

responder a las gonadotrofinas [153].

Sindrome de ovario poliquistico (PCOS): Esta patologia cursa con
hiperandrogenismo, oligomenorrea, altos niveles de LH y més de 10 quistes
ovaricos de tamafio <10mm. En estas pacientes se han detectado niveles bajos de
proteinas de unién IGF-1BP, especulandose que los niveles excesivamente altos de
IGF-1 libres podrian incrementar la sensibilidad ovarica a la estimulacién con
gonadotrofinas, incrementado el riesgo de hiperestimulacién [153]. Ademas las
pacientes con PCOS tienen alta expresién de VEGF en ovario[194,195]. Luego de la
estimulacion con hCG en estas pacientes, los valores de VEGF aumentan
considerablemente, los cuales pueden influir en el desarrollo de OHSS severo

[157,195].

Alergias: Las respuestas inflamatorias con presencia de citoquinas

inmunomoduladoras estdn asociadas al desarrollo del sindrome [151].

METODOS ACTUALES DE PREVENCION DE OHSS

La prevencién y la deteccion temprana de OHSS son importantes para asegurar

la salud de la paciente. El primer paso es la identificacion de los factores de riesgo con

el fin de individualizar el régimen de estimulacion y, en segundo lugar, es necesario un
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estricto monitoreo de la respuesta a la estimulacién que permitirdn tomar medidas
preventivas ante una respuesta ovarica exagerada.

Los criterios de seleccién de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS son:
presencia de concentraciones séricas de E2 mayores a 3000 pg/ml, mds de 18 foliculos
de entre 10 y 14 mm de didmetro, el numero de ovocitos recuperados en la aspiracién
y/o presencia de ovario poliquistico [153]. Estos pardmetros se controlan por medio de
una ecografia transvaginal combinada con la medicién de la concentracién de E2 en
suero durante la estimulacién. A pesar del monitoreo de la ovulacién por ultrasonido y
de la medicién de los niveles de E2, estas medidas son aun insuficientes para detectar
los casos de OHSS. Debido a ello, se aplican ademads otras medidas para evitar una
respuesta ovarica exagerada.

Las posibles soluciones para evitar o reducir OHSS son las siguientes:

» Cancelacion del ciclo: Estd establecido que no administrar hCG cuando los niveles
de E2 son demasiados altos previene el riesgo a desarrollar OHSS severa [151]. Si
bien, este método previene la aparicién de OHSS, tiene un costo emocional y

econdmico elevado.

» “Coasting”: Este método se basa en los niveles de E2 séricos durante la estimulacion
ovarica. Cuando hayan aumentado antes de la administraciéon de hCG, lo cual indica
riesgo de OHSS, las gonadotrofinas exdgenas se dejan de administrar, mientras que
un agonista de GnRH es mantenido. La administracién de hCG se pospone hasta que
los niveles de E2 decrezcan a un valor seguro, atestiguando atresia folicular. Las
ventajas de este método es que no se cancela el ciclo; sin embargo, se le asocian
varias desventajas como la disminucién en la calidad y en el nimero de ovocitos

recolectados post-coasting, especialmente cuando el periodo es prolongado [151].

» Criopreservacion de embriones: La criopreservacion de todos los embriones de las

pacientes con riego a desarrollar OHSS. Con esta estrategia no se evita la aparicién
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de OHSS ya que se le administré hCG a la paciente, pero se realiza con el fin de evitar
el desarrollo de OHSS a causa de la hCG enddgena [153]. Ademads, la tasa de
embarazo con embriones congelados es menor respecto a embriones frescos

[196,197].

Agonistas de GnRH: La sustitucién de la hCG por agonistas de GnRH se basa en la
habilidad de éstos por inducir un pico de LH enddgeno que induzca la maduracién

folicular [198].

LH recombinante (LHr): La administraciéon de LHr podria reducir la severidad de
OHSS debido a que esta hormona tiene menor afinidad por el receptor que la hCGy
a su vez, tiene menor vida media [199]. Sin embargo, este método tiene menor

eficiencia.

Albumina: La administracién de albimina endovenosa en el momento de la captura
de los ovocitos se emplea para prevenir la permeabilidad asociada a OHSS. La
albumina aumenta la presion oncdtica intravascular para evitar la salida de liquido
y unirse a proteinas vasoactivas y evitar que éstas puedan ejercer su accién [200]. Sin
embargo, varios reportes contradictorios se han publicado desde su utilizacién para

la prevencion del sindrome [201-203].

El creciente nimero de ciclos de fertilizacion asistida de alta complejidad que

se registra en todo el mundo se acompana de un incremento del nimero de casos de

OHSS. Aunque existen muchos estudios clinicos publicados que aplican las estrategias

antes mencionadas, en la actualidad no existe ningun tratamiento completamente

efectivo para el manejo del OHSS. Por el momento, el monitoreo clinico estricto, para

reconocer rapidamente la paciente en riesgo y los signos y sintomas tempranos del

sindrome, son los pilares mas importantes en la prevencion y el tratamiento de estas

pacientes.
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Por lo tanto, el estudio de la fisiopatologia de este sindrome permitira
encontrar nuevas estrategias terapéuticas que permitan que mujeres con alto riesgo a
desarrollar OHSS y/o mujeres que hayan sufrido OHSS en ciclos anteriores, lleguen al

final del protocolo sin la cancelacion del ciclo, y puedan lograr un embarazo exitoso.
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METODOLOGIA

MODELO ANIMAL DE OHSS DESARROLLADO EN RATA

Se utilizaron ratas prepuberes (Rattus novergicus) de entre 21 y 23 dias de la
cepa Sprague Dawley, del Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IByME-CONICET). Todos los protocolos y experimentos fueron aprobados por el
comité de ética del IByME y llevados a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio del NTH (National Institute of Health, USA). Los animales se
mantuvieron en el bioterio en condiciones controladas de temperatura (21-23°C) y con
un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (las luces se encienden a las
7.00 horas y se apagan a las 19.00 horas). Los animales recibieron agua y alimento
balanceado ad libitum.

Se utiliz6 un modelo animal que desarrolla OHSS en ratas inmaduras Sprague
Dawley (21 dias, 60-80 g) [204-207]. Tal como se muestra en la Tabla 1.2, se dividieron
al azar en cuatro grupos y se inyectaron en forma subcutdnea con las hormonas
correspondientes: a los animales del grupo control se lo inyecté con PMSG (10 UI) y
luego de 48 hs con hCG (10 Ul/dia) para inducir la ovulacién. Los animales del grupo
OHSS fueron inyectados con altas dosis de PMSG (50 Ul/d{a) durante 4 dias y luego de
24 hs se les inyectd hCG (25 UI). Los grupos OHSS+PDGF recibieron las mismas dosis de
hormonas que el grupo OHSS sumado a la administracién de PDGF-B recombinante el
dia de la administracion de hCG. El PDGF-B fue administrado localmente (bajo la bursa
de ambos ovarios). Con esa finalidad, los animales fueron anestesiados con Ketamina
HCI (70 mg/kg; Holliday-Scott S.A., Buenos Aires, Argentina) y xilacina (5 mg/Kg; Konig
Laboratories, Buenos Aires, Argentina) y se les realizd la cirugia para inyeccion
intrabursa descripta en la seccion “Metodologia general”. Los grupos OHSS + PDGF-B
recibieron 0,1 pg o 0,5 pg de PDGF-B, disueltos en 5 pl en solucién fisioldgica bajo la

bursa de ambos ovarios, mientras que los otros grupos recibieron la solucion vehiculo.
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En general, las ratas se sacrificaron por decapitacién 48 h post inyeccién de
hCG y se extrajeron los ovarios y muestras de sangre. En el caso de los animales
destinados a evaluacién de la permeabilidad vascular, el sacrificio se realizé como se
detalla més adelante (ver “Evaluaciéon de permeabilidad vascular por extravasado de

fluoresceina de sodio”).

Control PMSG hcG
ontro (25 UI) (10 UI) Sacrificio
OHSS PMSG | PMSG | PMSG | PMSG hcG
soun | soun | (soun | (soun (25 UI) Sacrificio
OHSS + PDGF-B | PMSG | PMSG | PMSG | PMsG hfgééi_‘;')
(0,1ug/ovario) | (s0u) | (sou) | (sou) | (soun | o5l Sacrificio
OHSS + PDGF-B | PMSG | PMSG | PMSG | PMsG hflfééi_%') sacrificio
(0,5ug/ovario) | (s0u) | (s0u) | (s0u) | (s0UN | oCoct

Tabla 1.2: Protocolo de inyeccidn para el desarrollo del modelo OHSS en rata a partir de

ratas prepuberes de 21 dias de la cepa Sprague Dawley.

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Luego del sacrificio, se procedi6 a extraer los ovarios de cada animal y los
mismos fueron limpiados y pesados. Uno de los ovarios fue destinado para realizar
cortes histolégicos y el contralateral para obtener extracto proteico. Los ovarios
reservados para técnicas histolégicas fueron fijados en solucién de Bouin (Biopur S.A.,
Argentina) durante 18 h a 4° C, deshidratados e impregnados con parafina para la
realizacién de cortes histolégicos con micrétomo. Se utilizaron dos tipos de
portaobjetos segun la técnica a realizar posteriormente: para los cortes destinados a
tincién con hematoxilina y eosina, se usaron portaobjetos esmerilados (Biotraza) y para
las técnicas histoquimicas se usaron portaobjetos cargados positivamente (Patholab).

Por otra parte, los ovarios destinados para analisis de proteinas fueron congelados a -
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80° C hasta su posterior procesamiento. La sangre fue utilizada para obtener suero y

realizar ensayos hormonales.

MORFOLOGIA OVARICA

Para estudiar la morfologia ovarica, se realizaron cortes histolégicos para la
tincién con hematoxilina-eosina (H&E). Secciones de 5 um de espesor fueron montadas
a intervalos de 50 um en portaobjetos para evitar contar la misma estructura dos veces,
de acuerdo al método descripto por Woodruff y col. [208]. Se contd el nimero de
foliculos primordiales, primarios, preantrales, antrales, y atrésicos, cuerpos liteos (CL)
y quistes en ovarios provenientes de cada grupo experimental (control, OHSS, OHSS +
PDGF-B 0,1 pg/ovario y OHSS + PDGF-B 0,5 pg/ovario). Se analizaron campos
seleccionados al azar de cada seccidn ovdrica (3 secciones/ovario, n= 6 ovarios/grupo).
El numero total de estructuras ovaricas de cada ovario (foliculos preantrales, antrales,
atrésicos, CL y quistes) fue definido como el 100%. Los datos estdn presentados como
porcentaje de cada tipo de estructura por ovario. No se tuvieron en cuenta los foliculos
primordiales y primarios debido a que en este modelo sus porcentajes eran
despreciables. Los datos estan presentados como porcentaje de cada tipo de estructura
por ovario.

Los ovocitos con dos o mds capas de granulosa, pero carentes de espacio entre
las células de granulosa, fueron identificados como foliculos preantrales. Se
consideraron foliculos antrales a aquellos que contenian varias capas de células de
granulosa, un ovocito definido, una cavidad antral y un compartimento tecal. Los
foliculos fueron identificados como atrésicos cuando presentaban numerosas células
picndticas y un ovocito de aspecto degenerado. Los cuerpos luteos fueron definidos
como estructuras de gran tamafio conformadas mayormente por células polihédricas

con nucleos centrales, que estdn repletas de gotas lipidicas. Se diferencian de los
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foliculos por la ruptura de la membrana basal y porque el compartimento de granulosa
estd invadido por fibras del tejido conectivo y vasos sanguineos, por lo que es una
estructura altamente vascularizada. Las estructuras luteales se identificaron como
quistes cuando presentaban zonas compuestas por células luteinizadas y ausencia de
membrana basal junto con la presencia de ovocitos ain en la cavidad antral y de zonas
donde las células de granulosa no presentaban rasgos de diferenciaciéon hacia células

luteinicas.

EVALUACION DE PARAMETROS DE PROLIFERACION

Se utiliz6 como medida de proliferacion celular la marcacién positiva por THQ
del antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA). Este es una proteina nuclear
no histénica de 36 kDa, indispensable para la sintesis de ADN, ya que actia como
auxiliar de la enzima ADN polimerasa delta. Las imagenes se digitalizaron mediante
una camara de fotos (Nikon, Melvilla, NY, USA) montada sobre un microscopio de luz
convencional (Nikon), utilizando un aumento de 400X. Finalmente las imagenes fueron
analizadas a través del programa Image J (Image Processing and Anadlisis in Java,
Nacional Institute of Health, USA). Se determind manualmente el nimero de ntcleos
inmunopositivos para PCNA presentes en cada CL (utilizando la herramienta Cell
Counter). Luego, se cuantificd de la misma manera el numero de nucleos totales de cada
CL en estudio y se calculé el porcentaje de nucleos inmunomarcados positivamente

respecto del total.

CUANTIFICACION DE LAS AREAS VASCULARES

La evaluacion se realizé6 mediante la deteccion por THQ de un antigeno

especifico de células peri-endoteliales, como es el a-SMA. El recubrimiento de las
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células endoteliales con pericitos o células musculares lisas vasculares es un proceso
tardio en la angiogénesis y refleja el grado de maduracién vascular. La cuantificacion
se realiz6 en base a la siguiente técnica de andlisis de imagenes: se obtuvieron las
microfotografias necesarias para abarcar toda el 4rea de la estructura en estudio (CL o
quiste) utilizando un aumento de 400x (4-5 estructuras/animal, 5 animales/grupo).
Luego, utilizando el programa Image J, se delimité manualmente el 4rea ocupada por
vasos, considerando como tal las células marcadas aisladas y en grupos, con o sin luz
central. No se excluy6 ningun vaso del andlisis. Por ultimo, se calculé el drea total del
CL analizado. El 4rea vascular relativa se defini6 dividiendo el 4rea vascular absoluta
(determinada por la suma de las dreas de todos los vasos correspondientes a un mismo

CL) por el area total del CL.

EVALUACION DE PERMEABILIDAD VASCULAR POR EXTRAVASADO DE

FLUORESCEINA DE SODIO (NAFLU)

Se evalué la permeabilidad vascular en el ovario mediante el uso de NaFlu
(Biopack, Argentina), un marcador inerte de bajo peso molecular, segin un protocolo
modificado de Kayay col. [209]. Se inyect6 NaFlu 10% en solucidn fisiolégica de manera
intraperitoneal (100ul/100g de peso del animal) a los seis grupos experimentales. La
misma se dejo6 circular durante 45 minutos y luego se procedi6 a anestesiar al animal
con una mezcla de ketamina y xilacina (7:1 respectivamente). A continuacidn, se realiz6
una perfusion transcardiaca al animal con 40 ml de solucidn fisioldgica para lavar el
excedente intravascular de NaFlu. Se extrajeron los ovarios e inmediatamente se los
procesd para criopreservar el tejido en medio de inclusién (Cryoplast®, Biopack,
Argentina) hasta el momento de su utilizacién. Por ultimo, se realizaron cortes

histoldgicos de 20 um en cridstato, los cuales fueron posteriormente analizados por

84



Capitulo I: OHSS - Metodologia

microscopia confocal para evaluar el drea de extravasado vascular de NaFlu como

parametro de permeabilidad vascular.

INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

La localizaciéon de coldgeno IX y a-SMA en cortes histoldgicos se realizd
mediante una doble marcacién por la técnica de inmunofluorescencia (IF). Los cortes
histolégicos se desparafinaron en xileno e hidrataron en concentraciones decrecientes
de etanol (100%, 96% y 70%). Los cortes se lavaron en buffer PBS y se realiz6 una
exposicidn antigénica sometiendo las muestras a microondas en buffer citrato 0,01 M
(pH 6) dos veces durante cinco minutos a 600 W de potencia. Luego, se bloquearon las
proteinas inespecificas con buffer de bloqueo (5% SFB, 0,3% Triton-X-100 en PBS) por
20 minutos y se incubaron los cortes con el anticuerpo primario anti a-SMA (1/300),
preparado en buffer de incubacién (1%BSA en PBS) a 4° C en camara humeda durante
toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron los cortes con PBS y se incubaron con el
anticuerpo primario anti colageno IV (1/200), preparado en buffer de incubaciéon a 4° C
en camara humeda durante toda la noche. Al tercer dia, se lavé con PBS y se incub6 de
forma secuencial con los anticuerpos secundarios unidos a fluoréforos: anti - ratén
(1/1000 unido a Dylight) y anti - conejo (1/400) unido a FITC. Las incubaciones se
realizaron durante 90 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. Por ultimo, se
lavaron los cortes nuevamente con PBS y se montaron con el medio de montaje para
fluorescencia Vectashield (H-1000, Vector Laboratories) para su observacién en un

microscopio confocal.
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PACIENTES Y OBTENCION DE FF HUMANO

El material humano fue provisto por el centro de reproduccién PREGNA
Medicina Reproductiva, previo consentimiento informado y firmado de las pacientes.
La utilizacién de este material biolégico ha sido aprobada por el Comité de Etica del
IBYME.

Se excluyeron las pacientes con patologias pélvicas tales como endometriosis,
fibromas uterinos, enfermedad inflamatoria pélvica. Durante el ciclo de estimulacién
ovarica, cuando los foliculos alcanzan 17 mm de didmetro, se les inyectd a las pacientes
hCG (5000 UI/ml Pregnyl®, Organon SA). La recuperacién ovocitaria se realizd via
vaginal con una guia de ultrasonido 34 h horas post inyeccién hCG. Durante la misma,
solo se extrajo el fluido de todos los foliculos de la paciente entre 16 y 20 mm. Luego de
la aplicacién de las técnicas de fertilizacién asistida y de la aspiracién folicular, se
separaron los ovocitos para su fertilizacidon y el FF, en lugar de ser descartado, fue
derivado a nuestro laboratorio. Sélo los FF recibidos que son macroscdpicamente
claros, que no evidencian contaminacién y que no presentan sangre fueron incluidos
en el estudio. Los FF se centrifugaron y se almacenaron a -80° C hasta ser utilizados en
los distintos ensayos.

Se utilizaron FF provenientes de pacientes con alto riesgo a desarrollar
el OHSS (Grupo: FF OHSS, n=18) y pacientes controles sin riesgo a desarrollar OHSS
(con ciclos menstruales regulares y sin evidencias de endocrinopatias) (Grupo: FF
Control, n=20). El criterio de seleccion de una paciente con riesgo a desarrollar OHSS
fue: > 20 ovocitos recuperados/ciclo de estimulacion ovarica y niveles de E2 séricos el

dia de la administraciéon de hCG > 3000 pg/ml.
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ENSAYO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROL

TOTAL

La determinacion de colesterol en FF se realizé usando el método enzimatico
que combina el uso de colesterol esterasa y colesterol oxidasa descripto por Allain CC
[210]. Las muestras fueron incubadas en la solucién tampén de reaccién (0,5 M tris pH
7,6, 50 mM fenol, 50 mM 4-clorofenol, 1% Tritén X-100, 0,37% colato de sodio, 0,04% 4-
aminoantipirina, 0,35 U/ml colesterol esterasa, 0,1 U/ml colesterol oxidasa, 1,1 U/ml
peroxidasa). Estas enzimas son las responsables de convertir el colesterol en un
cromégeno de maxima absorcién a 500 nm aprox. Se reservé parte del buffer sin
agregado de enzimas para medir el blanco de la reaccidn. Se prepar6 una curva estandar
con concentraciones crecientes de colesterol a partir de un stock. Luego, se prepararon
tubos conteniendo: 10 ul de muestra (FF o suero de rata) en la dilucién adecuada. Todas
las muestras se prepararon por triplicado: a una se le agregé buffer sin enzimay a las
dos restantes, buffer con enzimas. Luego de una breve agitacion, se incubaron todos los
tubos en un bafio térmico a 37° durante 30 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia

de cada una de las muestras a 490 nm en un lector espectrofotométrico.

OBTENCION Y ANALISIS DE PERFILES LIPOPROTEICOS

Muestras de FF fueron fraccionadas de acuerdo con su densidad mediante el
método de cromatografia liquida rapida de presién (FPLC). Para ello, se prepararon 100
ul de muestra, diluidos en igual volumen de buffer de elucion (150 mM NaCl 1mM EDTA,
pH 7,8). Las mismas se sometieron a la cromatografia liquida, que utiliza dos columnas
Superose 6 (Pharmacia) conectadas en serie. Las proteinas se eluyeron a una velocidad
de 0,25 ml/min y se colectaron 40 fracciones de 0,5 ml cada una. Se determiné el

colesterol total en cada fraccion utilizando el método enzimatico ya descripto. A partir

87



Capitulo I: OHSS - Metodologia

de los datos obtenidos, se realizé6 un cromatograma que representa el andlisis del

contenido de colesterol en cada una de las 40 fracciones.

CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE GRANULOSA-LUTEINICAS HUMANAS (CGL)

Las células de la granulosa luteinicas humanas fueron obtenidas a partir
de los FF de pacientes control y de pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS,
obtenidos como se mencion6 anteriormente. Los aspirados foliculares de cada paciente
se centrifugaron a 400 g durante 10 minutos. Luego de remover el sobrenadante, el
pellet conteniendo CGLs y glébulos rojos fue resuspendido en 1 ml de medio DMEM:F12
(1:1 vol/vol) conteniendo 10 mM HEPES suplementado con fungizona (250 1g/ml) y
gentamicina (10 mg/ml) (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) en tubos estériles
de 50 ml y centrifugado a 180 g durante 5 minutos. El pellet resuspendido se colocé
cuidadosamente sobre un colchén de Percoll (densidad= 1,085; 3 ml Percoll/ml
suspension celular) (Sigma-Aldrich, MO, USA) en un tubo estéril de 15 ml y
centrifugado a 600 g durante 30 minutos. Las CGL fueron aspiradas de la interfase y
resuspendidas en 5 ml de buffer lisis (NH4CI 0,15 M; KHCO; 10 mM; Na,EDTA 0,1 mM)
durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar los glébulos rojos. A
continuacidn, se centrifugaron las células remanentes a 180 g durante 5 minutos y se
resuspendio el pellet. Las CGL se contaron en cdmara de Neubauer y fueron sembradas
en placas de 24 wells previamente cubiertos con colageno, a una densidad de 3x 10°
células/well y fueron incubadas durante 48 h en medio de cultivo con 10% de SFB.
Luego, las CGL se lavaron e incubaron en medio sin suero suplementado con hCG (1
IU/ml) [211]. Después de 48 h, se anadié buffer lisis y los extractos de proteicos se

almacenaron a -20 ° C hasta su uso en experimentos posteriores.
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CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULARES (VSMCS)

Las células de musculo liso vascular fueron obtenidas de explantos de aorta de
ratas Sprague-Dawley de dos meses de edad, utilizando un método adaptado de Xu y
col. [212]. En resumen, para cada cultivo celular se aislaron las aortas de 3-5 ratas
Sprague-Dawley hembras en condiciones asépticas. Luego, se las separ6 del tejido
adiposo y se las colocé en placas de Petri, que contenian PBS libre de Ca2+ y Mg2+
previamente enfriado en hielo. La capa adventiciay la porcidn externa de la capa media
se extrajeron de forma mecdnica. A continuacién, las aortas fueron transferidas a
placas de Petri con medio de cultivo DMEM suplementado con 20% SFB y fueron
cortadas longitudinalmente. Se realiz6 un raspado suave con bisturi de la capa
endotelial y el tejido remanente fue seccionado en piezas de aproximadamente 1 mmz2.
Para evitar contaminacion del cultivo con otros tipos celulares, los segmentos de aorta
fueron sometidos a una digestiéon enzimatica con tripsina (0,25%, pH 7,4) durante 8 min
a 37°, en constante agitaciéon. De esta manera, en el sobrenadante se forma una
suspension que contiene fibroblastos y células endoteliales, la cual fue descartada. El
proceso de tripsinizacién se repitié nuevamente y, una vez desechada la suspensiéon
celular, se detuvo la digestion con el agregado de DMEM suplementado con 20% de SFB.
Las porciones de tejido restantes se distribuyeron en botellas de cultivo T25 sin medio
y se colocaron en posicion vertical en una estufa incubadora a 37° C para favorecer la
adhesion a la superficie. Transcurridas 4 a 6 horas, se colocé la botella en la posicion
horizontal habitual y se le adicionaron 2 ml de DMEM con 20% de SFB.

Aproximadamente una semana después de la siembra de los explantos, se
comenzo a evidenciar proliferacion de las VSMCs y migracion desde los explantos hacia
los alrededores, distribuyéndose por la superficie de la botella. Las células fueron
cultivadas en DMEM suplementado con 20% de SFB y antibidticos (AGREGAR), y se les
reemplazd el medio cada 72 h. Los cultivos se mantuvieron a 37° C en una atmosfera

controlada de 5% de CO2 y siempre se amplificaron antes de llegar a confluencia. El
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tiempo de duplicacién estimado de las mismas es de 36-48 horas. Debido a que se trata
de un cultivo primario, las VSMCs utilizadas para los ensayos fueron solamente las

provenientes de los pasajes 4 a 10.

COLOCALIZACION DE N-CADHERINA Y FILAMENTOS DE ACTINA EN VSMCs

Se evalué la expresion de N-cadherina por inmunofluorescencia con un
anticuerpo especifico (sc-7939, Santa Cruz Biotech, USA) junto con la organizacion del
citoesqueleto por visualizaciéon de los filamentos de actina por medio de faloidina
marcada con TRITC [186,213]. Para ello, las VSMCs crecidas a 100% de confluencia en
placas p12 sobre cubreobjetos de vidrio, se incubaron durante 24 h en presencia de los
siguientes estimulos: FF de pacientes control y FF de pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS. La incubacién solamente con medio fue considerada como un control de las
condiciones basales. Pasado este tiempo, se fijaron con paraformaldehido 4% durante
20 min. Luego, se lavaron con PBS, se deshidrataron en acetona 10 min y se incubaron
con una solucién permeabilizante (0,1% Triton X-100, 10,05% Tween-20, 1%BSA en PBS)
durante 30 min. Las células fueron tefiidas con 50 ug/ml de faloidina-TRITC (P1951,
Sigma-Aldrich) durante 40 min a temperatura ambiente. Luego se lavaron y se
incubaron con anticuerpo primario anti-N-cadherina (dilucién 1/200) a 4°C durante
todalanoche. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron las células
con anticuerpo secundario anti-conejo unido a, durante 2 h a T° ambiente. Finalmente,
se lavaron en PBS y se montaron con el medio de montaje para fluorescencia
Vectashield (H-1000, Vector Laboratories) para ser observadas en un microscopio

confocal.
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RESULTADOS

Modelo de OHSS desarrollado en rata

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre el peso ovirico en el modelo de OHSS

desarrollado en rata.

En primer lugar, se evalud el peso de los ovarios provenientes de ratas de los
distintos grupos experimentales (Fig. 1.2). Los resultados mostraron que el peso de los
ovarios del grupo OHSS fue significativamente mayor en relaciéon con los controles
(p<0,001 n>8/grupo). La administracion de PDGF-B en la dosis menor (0,1ug/ovario)
redujo el peso de los ovarios en comparacién con animales OHSS, pero esta diferencia
no alcanzo la significancia. En cambio, la dosis mas alta de PDGF-B (0,5 pg/ovario) logrd

una disminucidn significativa del peso ovarico, comparado con el grupo OHSS (p<0,05).
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Figura 1.2: Efecto de PDGF-B sobre el peso ovarico en el modelo de OHSS desarrollado en rata. Los
valores representan la media + ESM (N > 8/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas
entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey (a vs b,c:
P<0,001; b vs ¢ p<0,05).
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Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la dinamica folicular y luteal en ovarios

provenientes del modelo de OHSS desarrollado en rata.

Se realiz6 un recuento de estructuras ovdricas y un andlisis morfolégico de los
ovarios en cada grupo experimental (Figs.1.3 y 1.4). Como ya habiamos demostrado
anteriormente [167,169], los animales del modelo OHSS presentan menor porcentaje
de foliculos antrales y foliculos atrésicos respecto del grupo control (p<0,001 y p<0,01,
respectivamente) y un mayor porcentaje de cuerpos luteos y quistes (p<0,05 y p<0,001,
respectivamente). Los quistes son estructuras anémalas, que corresponden a foliculos
que comenzaron a luteinizarse sin haber completado la ovulacién y, por ende, todavia
contienen al ovocito y un remanente de células de la granulosa (Fig. 1.3B). Estas
estructuras se encuentran presentes en los animales OHSS, no asi en los controles, y
son capaces de sintetizar hormonas y factores angiogénicos, contribuyendo al
desarrollo de OHSS.

En lo que respecta al tratamiento con PDGF-B, se observé que ninguna de las
dosis (0,1y 0,5 pg/ovario) alteraron el desarrollo folicular temprano (Fig. 1.4, Ay B), ni
la atresia folicular (Fig. 1.4C) ni la formacién de cuerpos luteos (Fig. 1.4D) comparado a
OHSS sin tratar. Por otra parte, ambas dosis de PDGF-B aumentaron el porcentaje de
foliculos atrésicos a niveles comparables al control y la dosis més alta de PDGF-B (0,5
pg/ovario) redujo el porcentaje de cuerpo luteos a valores similares al control. Ademas,
la inyeccién de PDGF-B en su dosis mds alta produjo una reduccion significativa en el
porcentaje de quistes comparado a OHSS sin tratar (Fig. 2E). Por esta razén, la dosis de
0,5 pg/ovario de PDGB-B fue elegida para todos los experimentos subsiguientes, ya que

logré disminuir de manera significativa el porcentaje de quistes.
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Control

OHSS + PDGF-B (0,1 pg/ovario) OHSS + PDGF-B (0,5 pg/ovario)

Figura 1.3: Imagenes representativas de cortes histolégicos de ovario coloreados con H&E. A:
Microfotografias de los ovarios de todos los grupos experimentales (control, OHSS, OHSS + PDGF-B (0,1
ng/ovario), en las cuales se observan distintos tipos de estructuras foliculares y luteales. Aumento 100x. B:
Microfotografias representativas de los quistes presentes en los ovarios del modelo de OHSS desarrollado
en rata. Estas estructuras contienen células luteinizadas (asterisco) junto con células de granulosa (cabeza
de flecha) y el ovocito (estrella), lo que denota fallas en el proceso de ovulacién/luteinizacién. Aumento:
400x.
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Figura 1.4: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la dindmica folicular y luteal en un modelo de

OHSS desarrollado en rata. Se cuantifico el nimero de estructuras ovaricas presentes en cada corte. A: %

de foliculos preantrales/ovario B: % de foliculos antrales/ovario C: % de foliculos atrésicos/ovario D: % de

cuerpos lateos/ovario E: % de quistes/ovario. Los valores se expresan como la media + ESM (N = 5/grupo).

Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido

por el test de comparacién mdltiple de Tukey.
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Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre los niveles séricos de progesterona en el

modelo de OHSS desarrollado en rata

A continuacidn, estudiamos los niveles séricos de progesterona en estos grupos
experimentales mediante RIA (Fig.1.5). Se observé un aumento en el contenido de
progesterona en el grupo OHSS respecto del control (p<0,01), mientras que con el
agregado de PDGF-B disminuy¢ significativamente respecto del grupo OHSS sin tratar

(p<0,05), incluso alcanzando niveles iguales al control.
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Figura 1.5: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre los niveles de progesterona en un modelo de OHSS
desarrollado en rata. Los niveles ovaricos de progesterona estan expresados en ng/ml de suero. Los valores
se expresan como la media + ESM (n=5/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas

entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey (a vs b:
p<0,01)

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre los niveles proteicos de P450scc y 3p-HSD

en ovarios provenientes del modelo de OHSS desarrollado en rata.

Luego, se estudiaron dos enzimas claves en la sintesis de hormonas
esteroideas, como son la P450scc (también conocida como CYP11A1) que cataliza la
conversion de colesterol en pregnenolonay la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-
HSD), que convierte la pregnenolona en progesterona (Fig. 1.6). En ambos casos, los

niveles de expresion proteica de estas enzimas aumentaron en el grupo OHSS en
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comparacion con el grupo control (P450scc: p<0,01 y 33-HSD: p<0,05). Por otra parte, la
administracion de PDGF-B logré disminuir significativamente la expresion de P450scc
respecto del grupo OHSS (p<0,01). Por otra parte, la expresion proteica de 33-HSD en el

grupo tratado con PDGF-B disminuy6 a niveles comparables al control.
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Figura 1.6: Efecto de PDGF-B sobre la expresion ovarica de proteinas relacionadas con la sintesis de
hormonas esteroideas. El contenido proteico de P450scc, 33-HSD, [-actina y GAPDH fue analizado por
Western blot en los distintos grupos experimentales (control, OHSS y OHSS + PDGF-B). Los gréficos de
barra muestran la cuantificacién densitométrica de cada proteina (paneles superiores), junto con imagenes
de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Analisis de la expresién de P450scc, relativizada a
[-actina como control de carga. B: Andlisis de la expresién de 33-HSD, relativizada a GAPDH como control
de carga. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media
+ SEM de 3 experimentos independientes, n=5/grupo. Las distintas letras indican las diferencias
significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de
Tukey.

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la proliferacion de células luteales en el

modelo de OHSS desarrollado en rata.

Para evaluar si el tratamiento con PDGF-B posee un efecto sobre el crecimiento
celular en los CL provenientes del modelo de OHSS, se realizé una inmunohistoquimica
para el marcador de proliferacion PCNA. Se cuantificaron los nucleos marcados

positivamente en cuerpos luteos provenientes de los tres grupos experimentales. Tal
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como muestra la Fig. 1.7, se observd un aumento significativo en el porcentaje de
células marcadas en el grupo OHSS respecto del grupo control (p<0,01), mientras que
el tratamiento con PDGF-B produjo una disminucién significativa en este parametro,
respecto del grupo OHSS sin tratar (p<0,05). Cabe mencionar que la mayoria de las
células marcadas en el grupo OHSS tenian un nucleo esférico grande con numerosas
gotas lipidicas en el citoplasma, lo que permite suponer que son células luteales

grandes.

Control OHSS + PDGF-B

Células positivas PCNA (%)

Control OHSS OHSS + PDGF-B

Figura 1.7: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la proliferacién celular en CL del modelo de
OHSS desarrollado en rata. A: Microfotografias representativas de cuerpos lGteos pertenecientes a
animales control (izquierda), OHSS (medio) y OHSS+PDGF-B (derecha). Las flechas blancas indican nicleos
marcados positivamente. Aumento: 400x. B: Porcentaje (%) de células marcadas por IHQ para PCNA,
calculado como nimero de nicleos marcados/niimero total de nicleos del cuerpo liteo en estudio. Se
analizaron 5 CL/animal, 5 animales/grupo. Los valores se expresan como la media + ESM. Las distintas
letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de
comparacion multiple de Tukey.
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Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la estabilidad vascular en un modelo de

OHSS desarrollado en rata

Para estudiar un posible efecto del agregado de PDGF-B sobre la estabilidad de
los vasos sanguineos se realizé una inmunohistoquimica (IHQ) para detectar en
cuerpos luteos la proteina a-SMA, marcador de células peri-endoteliales (Fig. 1.8A). Se
observé una importante disminucién en el area peri-endotelial en el grupo OHSS
respecto del control (p<0,001), mientras que el agregado de PDGF-B aumentd
significativamente el drea peri-endotelial respecto del grupo OHSS sin tratar (p<0,01).

Debido a que los quistes luteales son estructuras morfolégicas que también son
capaces de sintetizar P4 y factores pro-angiogénicos, se decidi6 evaluar el area peri-
endotelial en estos quistes mediante THQ, utilizando nuevamente a-SMA como
marcador (Fig. 1.8B). Se observd que el area peri-endotelial era significativamente
mayor en los quistes provenientes de los animales tratados con PDGF-B, respecto de los
animales OHSS sin tratar. Cabe mencionar que sélo se estudiaron los quistes en estos

grupos experimentales, ya que los mismos no estan presentes en animales controles.

Pagina siguiente - Figura 1.8: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre el reclutamiento de células
peri-endoteliales en un modelo de OHSS desarrollado en rata. A: Area peri-endotelial en CL. Panel
superior: Microfotografias representativas de CL pertenecientes a los grupos control (izquierda), OHSS
(medio) y OHSS + PDGF-B (derecha). Aumento: 4o00x. Panel inferior: Porcentaje (%) de area peri-
endotelial, calculada como el area ocupada por vasos sanguineos inmunopositivos/area total del CL en
estudio. Se estudiaron 4 CLs/animal, 5 animales/grupo. Los valores se expresan como la media + ESM. Las
distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por
el test de comparacién maltiple de Tukey. B: Area peri-endotelial en quistes. Panel superior: Microfotografias
representativas de distintos quistes pertenecientes a animales de los grupos OHSS (izquierda) y OHSS +
PDGF-B (derecha). Panel inferior: Porcentaje (%) de area peri-endotelial, calculada como el area ocupada
por vasos sanguineos inmunopositivos/area total del quiste en estudio. Se estudiaron 5 quistes/animal, 5
animales/grupo. Los valores se expresan como la media + ESM. Las distintas letras indican las diferencias

significativas entre grupos, utilizando test de Student no pareado.
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Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre las uniones intercelulares en ovarios

prevenientes del modelo de OHSS desarrollado en rata

Se sabe que las uniones intercelulares intervienen en la adhesidn,
comunicacién y permeabilidad entre células esteroidogénicas, células endoteliales y
células peri-endoteliales [214,215]. Sobre la base de estos antecedentes, se decidi6
estudiar la expresion proteica de la claudina-5 (proteina endotelial clave de uniones
estrechas) y de la N-cadherina (proteina clave de uniones adherentes).

Por Western blot, se observd que la expresién proteica de la claudina-5
disminuy6 significativamente en el grupo OHSS respecto al control (p<0,05), mientras
que el tratamiento con PDGF-B produjo un aumento significativo de este parametro
respecto al grupo OHSS sin tratar (p<0,05) incluso alcanzando niveles similares al
control. (Fig.1.9). Ademads, se observd que la expresiéon proteica de N-cadherina
disminuy6 significativamente en el grupo de OHSS comparado al control (p<0,05). Por
otra parte, el tratamiento con PDGF-B aument6 los niveles de esta proteina a niveles

similares al control.
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Pagina anterior - Figura 1.9: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la expresiéon ovarica de
proteinas involucradas en uniones intercelularles en el modelo de OHSS desarrollado en rata. El
contenido proteico de claudina-5, N-cadherina y B-actina fue analizado por Western blot en los distintos
grupos experimentales (control, OHSS y OHSS + PDGF-B). Los gréficos de barra muestran la cuantificaciéon
densitométrica de cada proteina (paneles superiores), junto con imagenes de inmunoblots representativos
(paneles inferiores). A: Anélisis de la expresién de Claudina-s5, relativizada a 3-actina como control de carga.
B: Andlisis de la expresién de N-cadherina, relativizada a 3-actina como control de carga. Los valores fueron
expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media + SEM de 3 experimentos
independientes, n=5/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando

ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey.

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre el sistema de S1P en ovarios provenientes

del modelo de OHSS desarrollado en rata

Como se mencioné anteriormente, el esfingolipido S1P es un factor
angiogénico no cldsico que cumple funciones fisiolégicas tanto en el ovario humano
como en roedor [134,167,168]. Ademads, la unién de S1P a sus receptores induce la
interaccion de la célula endotelial con el pericito mediante la expresion de N-cadherina,
regulando la permeabilidad vascular. En base a estos antecedentes, se decidi6 estudiar
la expresion proteica de uno de los principales receptores de S1P, S1P1, en ovarios
provenientes del modelo de OHSS (Fig 1.10A). Los resultados mostraron que la
expresion proteica de este receptor disminuye significativamente en el grupo OHSS
comparado al grupo control (p<0,05). Por otra parte, el grupo tratado con PDGF-B tuvo
una mayor expresion de este receptor, alcanzando niveles similares al control.

Debido a que se ha demostrado en otros sistemas que la activaciéon de los
receptores de PDGF modula la expresion de SphK1 (enzima responsable de sintetizar
S1P a partir de su precursor, la esfingosina)[216], se decidié evaluar el efecto de PDGF-
B sobre la expresion de esta enzima (Fig. 1.10B). Los resultados mostraron que en el
grupo OHSS disminuy6 significativamente la expresién proteica de SphK1 comparado
al grupo control (p<0,05). Sin embargo, la administraciéon de PDGF-B aument6 la

expresion de esta enzima a valores similares al control.

101



Capitulo I: OHSS - Resultados

0.031

0.02+

o

0.014
-I-

S1P1/ B-actina
(unidades densitométricas)
SphK1 / B-actina
(unidades densitométricas)
N

o

0.00

Control OHSS OHSS + PDGF-B Control OHSS OHSS + PDGF-B

s1p143kpa RS sphk142kpa [N
GADPH37KDS e GADPH37kDa IR

Figura 1.10: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la expresion ovarica de proteinas del sistema
de S1P en el modelo de OHSS desarrollado en rata. El contenido proteico del receptor SI1P1, SphK1 y
GADPH fue analizado por Western blot en los distintos grupos experimentales (control, OHSS y OHSS +
PDGF-B). Los gréficos de barra muestran la cuantificacién densitométrica de cada proteina (paneles
superiores), junto con iméagenes de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Andlisis de la
expresion de S1P1, relativizada a GADPH como control de carga. B: Andlisis de la expresiéon de SphKl,
relativizada a GADPH como control de carga. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas
arbitrarias y corresponden a la media + ESM de 3 experimentos independientes, n=5/grupo. Las distintas
letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de

comparaciéon multiple de Tukey.

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la permeabilidad vascular en ovario

proveniente del modelo de OHSS desarrollado en rata

Puesto que la excesiva permeabilidad vascular es una de las caracteristicas mas
importantes de este sindrome, se evalud el efecto de PDGF-B sobre la permeabilidad de
los vasos sanguineos ovdricos en el modelo de OHSS utilizando un ensayo de
extravasacion de NaFlu. Este es un compuesto inocuo y fluorescente que es inyectado
via intraperitoneal y que pasa rapidamente al torrente sanguineo del animal y permite
evidenciar los puntos de alta permeabilidad vascular. Se analizaron las zonas de
extravasacion mediante microscopia confocal en cortes histoldgicos de ovarios

provenientes de los distintos grupos experimentales (Fig. 1.11).
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Los resultados mostraron que en los ovarios de animales OHSS exhibian
numerosos focos de extravasacién de NaFlu alrededor de los vasos sanguineos, en las
redes vasculares que rodean a los foliculos, enestructuras luteales y en el estroma
ovarico, en comparacion con el grupo control. Por otra parte, en los ovarios que fueron
tratados con PDGF-B se observaron areas de extravasado menos extensas y de mayor

similitud con el grupo control, tal como muestra la figura 1.9.

>

Control OHSS OHSS + PDGF-B
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Pagina anterior - Figura 1.11: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la permeabilidad vascular en
ovarios provenientes del modelo de OHSS en rata. A: Fotografias representativas de dos ratas Sprague
Dawley, antes (derecha) y después (izquierda) de la inyeccién con NaFlu. Noétese la coloracién anaranjada
de los tejidos irrigados y el tono verdoso de los ojos, caracteristico de una correcta circulacion sistémica de
NaFlu. B: Microfotografias que muestran tanto los vasos sanguineos (v) del estroma como cuerpos lateos
(CL). Las flechas indican los focos de extravasado de NaFlu. Se estudiaron 10 campos/animal, 5

animales/grupo. Aumento: 100x (paneles superiores) y 200x (paneles inferiores).

Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la presencia de células de musculo liso

vasculares y la deposicion de matriz extracelular

Dado que la permeabilidad vascular exacerbada es caracteristica de este
sindrome que lleva a la presencia de ascitis en las pacientes, se decidi6 evaluar el efecto
de PDGF-B no solamente sobre las células peri-endoteliales, sino también sobre la
integridad de la lamina basal. Con esta finalidad, se realizé una inmunofluorescencia
doble para marcar a-SMA y coldgeno IV (sustancia que forma parte de la membrana
basal y es esencial para la interacciéon entre endotelio y peri-endotelio) en cortes
histolégicos de ovario de los diferentes grupos experimentales.

Como muestra la Fig. 1.12, en el grupo OHSS hay una fuerte disminucién de la
marca de a-SMA, asi como también de la marca de colageno IV. Esta disminucion se ve
revertida (por lo menos parcialmente) por la administracién de PDGF-B. Esto indicaria
que PDGF-B aumenta el reclutamiento de células peri-endoteliales y la deposicién de
colageno IV, ambos procesos fundamentales para la correcta interaccion entre células
endoteliales, peri-endoteliales y matriz extracelular, contribuyendo asi a la estabilidad

vascular.
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Control OHSS OHSS + PDGF-B

Figura 1.12: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la presencia de células de misculo liso
vasculares y la deposicién de matriz extracelular. Microfotografias representativas de ovarios control
(izquierda), OHSS (medio) y OHSS+PDGF-B (derecha) inmunomarcados para a-SMA (rojo) y colageno IV
(verde). Paneles superiores: aumento 20x; paneles inferiores: aumento 40x. Se estudiaron 4 cortes/animal,

5 animales/grupo.
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FF humanos

Los siguientes resultados fueron obtenidos en el Laboratorio de Investigacion
del Departamento de Gastroenterologia, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad

Catolica de Chile, Santiago de Chile, bajo la direccién de la Dra. Dolores Busso.

Transporte de colesterol en fluidos foliculares humanos de pacientes control y

pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS

Entre los numerosos factores que contribuyen a desencadenar OHSS, se
encuentran los elevados niveles hormonales, tanto de estrégenos como progestagenos,
que presentan las pacientes con riesgo a desarrollarlo. La mayoria de los casos de OHSS
estan acompafiados de una elevada concentracién sérica de E2, que se utiliza incluso
como factor predictor [217]. Se ha reportado que el aumento en los niveles de
progesterona contribuye a la patofisiologia del OHSS, tanto en humanos [218] como en
un modelo de OHSS en rata [205]. En este y otros trabajos de nuestro laboratorio, hemos
demostrado que los niveles séricos de P4 se encuentran aumentados en el modelo de
OHSS desarrollado en rata, en comparacion con animales control [167,190] Ademas,
hemos observado que los niveles de 33-HSD, P450scc y StAR estan aumentados en este
modelo [167].

Sobre la base de estos antecedentes, nuestro préoximo objetivo fue evaluar el
transporte de colesterol a las células foliculares, necesario para la produccion de altos
niveles de hormonas esteroideas en este sindrome. Para ello, analizamos el perfil
lipidico en FF provenientes de pacientes controles y pacientes con riesgo a desarrollar

OHSS.

106



Capitulo I: OHSS - Resultados

Se estudiaron los FF de pacientes entre 25y 39 afios, clasificadas en pacientes
control y pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. En primer lugar, se realizé un ensayo
enzimatico para la determinacién de los niveles de colesterol total en los FF, mediante
el método enzimdtico que combina el uso de colesterol esterasa y colesterol oxidasa
[210]. Tal y como muestra la Fig. 1.13, 1a concentracién de colesterol en FF de pacientes

OHSS resulté significativamente mayor a la de pacientes control.
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Figura 1.13: Niveles de colesterol total en FF de pacientes control y pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS. Los niveles de colesterol estan expresados en mg/dl. Los valores se expresan como la media + ESM
(n=18/grupo). Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no pareado (*:
p<0,05).

Luego, se obtuvieron y analizaron los perfiles lipoproteicos presentes en los FF
en base al método de cromatografia liquida rapida de presion (FPLC) y se determind el
colesterol total en cada fraccién. Se encontré que los perfiles lipoproteicos de pacientes
controles difieren significativamente de aquellos de pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS (Figura 1.14). El pico correspondiente a las particulas de HDL-colesterol es mas
alto en FF de pacientes OHSS que en pacientes controles, y ademas esta ligeramente
corrido hacia la izquierda. Esto es indicativo de particulas de mayor tamafio que
contienen mas colesterol, comparadas con las HDL-colesterol de pacientes control.

Para completar esta caracterizacion, se estudié ademds por Western blot el

contenido proteico de apolipoproteina A-I (ApoAl) en estos FF, ya que esta es una de las
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apoliproteinas principales que conforman las particulas de HDL. Como puede verse en
la Fig. 1.15, los niveles de ApoAl se encuentran significativamente disminuidos en los

FF provenientes de pacientes OHSS, comparado a FF de pacientes controles.
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Figura 1.14: Perfiles de contenido de lipoproteinas de FF de pacientes control y pacientes con riesgo
a desarrollar OHSS. El contenido de colesterol de las fracciones se determiné por un ensayo enzimatico.
Las posiciones aproximadas de las eluciones de VLDL, LDL y HDL estan indicadas con lineas y fueron
determinadas por andlisis de estdndares de lipoproteinas humanas. El cromatograma muestra valores la
media de colesterol total + ESM en cada fraccién (n=8/grupo). Los asteriscos indican diferencias

significativas, utilizando el test de Student no pareado (*: p<0,05).

Por ultimo, se evalu6 la expresion proteica del receptor SR-BI, proteina de gran
relevancia para el transporte de colesterol entre las particulas de HDL y los distintos
tejidos, en CGLs aisladas de pacientes control y de pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS. Los resultados mostraron que los niveles de expresion del receptor SR-BI se
hallan aumentados en las CGL de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto a

CGL de pacientes control (Figura 1.16).
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Figura 1.15: Niveles de Apo A-I en FF provenientes de pacientes control y pacientes con riesgo a
desarrollar OHSS. Panel superior: Cuantificaciéon densitométrica del contenido de Apo A-I en FF, analizado
por Western blot. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a
la media + ESM, relativizada al contenido proteico de la muestra segiin las bandas obtenidas por tincién con
S-Ponceau (n=13/grupo). Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no

pareado (**: p<0,01). Panel inferior: Inmunoblot representativo del contenido de Apo A-I.
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Figura 1.16: Expresion del receptor SR-BI en células de granulosa luteinica humanas de pacientes
control y de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. Panel superior: Cuantificacién densitométrica del
contenido de SR-BI analizado por Western blot. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas
arbitrarias y corresponden a la media + ESM, relativizada a -actina como control de carga (n=5/grupo).
Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no pareado (**: p<0,01). Panel

inferior: Inmunoblot representativo del contenido de SR-BI.
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Cultivo primario de VSMCs de aorta de rata

Caracterizacion del cultivo primario de VSMCs aisladas de aorta de rata

Hasta ahora no existe ningin trabajo que evalue el efecto directo de los FF
sobre la madurez e integridad vascular en VSMCs, ni se ha estudiado la posible
participaciéon del sistema de S1P en el aumento de la permeabilidad vascular
caracteristica del desarrollo de OHSS. Para poder alcanzar este objetivo y ante la
dificultad que conlleva conseguir material para cultivo primario de origen humano, se
buscéd optimizar un cultivo primario de VSMCs a partir de explantos de aorta de rata
adulta. Para el aislamiento de las mismas, se utilizaron ratas Sprague Dawley de dos
meses y se empled el protocolo descripto por Xu y col. [212], detallado en la seccién de
Metodologia de este capitulo. Una vez aisladas, las VSMCs en cultivo mostraron la

morfologia caracteristica de colinas y valles (Fig. 1.17)

Explanto

Figura 1.17: Microfotografias del cultivo primario de VSMCs obtenidas a partir de aorta de rata. Las
células presentan la morfologia tipica de colinas y valles esperada para este tipo celular. Las fotografias

fueron obtenidas con distintos aumentos (100x, 200x y 400x).

Para caracterizar las células obtenidas y confirmar que se trataba de VSMCs,
se realizaron por IHQ distintos marcadores validados para su identificacion [72]. Las

células resultaron positivas por THQ para a-SMA, desmina y PDGFRf, todos ellos
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marcadores especificos de VSMCs (Fig. 1.18). Ademas, se estudié la presencia de N-
cadherina, una molécula de adhesién intercelular esencial para la interaccidon entre
células peri-endoteliales y endoteliales, y la presencia de S1P1, uno de los receptores

principales de S1P. Las células resultaron positivas para la expresiéon de ambas

proteinas, cuya regulacion fue estudiada mas adelante.

-

ya

CELULAS DE MUSCULO LISO DE AORTA DE RATA

Figura 1.18: Expresion de diferentes proteinas especificas de VSMCs aisladas a partir de aorta de
rata. Fotografias de células aisladas de aorta de rata inmunomarcadas mediante IHQ. Las células resultaron
inmunopositivas para los marcadores a-SMA, desmina y PDGFR-f3, asi como también para N-cadherina y el

receptor SIP1. Aumento: 200x.

Ademas, se compard mediante Western blot la expresion de distintas proteinas
respecto de una linea celular endotelial (EA.hy), tal como se muestra en la Fig. 1.19. Las
células VSMCs aisladas de aorta no presentaron expresion de VE-cadherina (marcador
endotelial) pero si expresion de desmina y PDGR-f (marcadores de células peri-

endoteliales), de manera contraria a lo expresado por las células EA.hy. Todos estos
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resultados, resumidos en la Tabla 1.3, confirman que el cultivo primario obtenido se
encuentra altamente enriquecido de VSMCs y, por ende, se utiliz6 este cultivo para

llevar a cabo los estudios propuestos.

EA.hy VSMC

VE-cadherina (marcador de endotelio)

—_— -_
T — e

Desmina (marcador de VSMC)
— ——

PDGFR-beta (marcador de VSMC)

R

GAPDH

Figura 1.19: Expresion proteica de diferentes marcadores de fenotipo celular en células EA.hy y en
VSMCs aisladas de aorta de rata. Las fotografias muestran inmunoblots representativos de ambos tipos
celulares para VE-cadherina, desmina y PDGFR-f. Las primeras tres calles corresponden a extractos
proteicos de la linea endotelial EA.hy, mientras que las calles restantes corresponden a extractos proteicos
de VSMCs aisladas a partir de aorta de rata.

EA.hy (células L
Marcador VSCMs de rata Técnica

endoteliales)

VE-CADHERINA + - Western Blot
DESMINA - + Western Blot, IHQ
PDGFR-B - + Western Blot, IHQ

o- SMA - + IHQ

Tabla 1.3: Descripciéon de los marcadores presentes en células EA.hy (linea celular endotelial) y
VSMCs aisladas de rata.
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Efecto de S1P en presencia de FF de pacientes controles y con riesgo a desarrollar
OHSS sobre el citoesqueleto de actina y la localizacion de N-cadherina en VSMCs

aisladas de aorta de rata

La activacion del receptor S1P1 en células endoteliales lleva a cambios en el
citoesqueleto de actina modulando la integridad de la barrera endotelial [219,220]. Con
la finalidad de estudiar los efectos de S1P en las uniones intercelulares de las VSMCs
incubadas con los FF ya mencionados, se evalué mediante microscopia de fluorescencia
la organizacién de los filamentos de actina de VSMC utilizando faloidina conjugada a
TRITC y la localizaciéon de N-cadherina utilizando un anticuerpo secundario unido a
FITC, de manera conjunta (Fig. 1.20).

Respecto de la arquitectura del citoesqueleto, los resultados mostraron que la
incubacidn con FF de pacientes OHSS causé cambios en la forma de las células debido
a un rearreglo de los filamentos de actina. Esta observaciéon se evidencia por la
presencia de fibras de estrés entrecruzadas a lo largo de todo el citoplasma de las células
comparado a células incubadas con FF de pacientes control. Ademas, la morfologia
celular se torn6 mdas ahusada y filamentosa, y aumentd la formacién de espacios
paracelulares en VSMCs incubadas con FF de pacientes OHSS en comparacién con
aquellas incubadas con FF de pacientes control.

En cuanto a la localizacién de N-cadherina, se observo que la misma se sitda
en los contactos entre células, especialmente en aquellas células incubadas en
condiciones basales, y en menor medida, en las incubadas con FF control.
Interesantemente, no se observd localizacion de N-cadherina en las uniones
intercelulares entre VSMCs incubadas con FF OHSS, sino que la marcacién de esta
proteina es perinuclear, evidencia del trafico de esta cadherina de la membrana hacia
el citoplasma.

El agregado de S1P (0,2 puM) no produjo cambios pronunciados en el

citoesqueleto en condiciones basales y en presencia de FF control. Sin embargo, en las
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células incubadas con FF OHSS, S1P no solo revirtié parcialmente la redistribucién de
los filamentos de actina observada en el grupo OHSS, sino que también disminuyd los
espacios paracelulares. En cuanto a la localizacién de N-cadherina, en condiciones
basales y en presencia de FF de pacientes control se observé un enriquecimiento en N-
cadherina en las uniones entre células por acciéon de S1P. Ademads, S1P restauro, al
menos parcialmente, la localizacién de N-cadherina en las zonas de contacto
intercelular, de manera tal que el aspecto de las VSMC en estas condiciones se asemeja

a las incubadas con FF de pacientes control.
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BASAL BASAL + S1P 0.2 uMm

FF control FF control + S1P 0.2 uM

FF OHSS FF OHSS + S1P 0.2 uM
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Pagina anterior - Figura 1.20: Efecto de S1P en la organizacion del citoesqueleto de actina y en la
localizacion de la N-cadherina en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con
riesgo a OHSS. Imagenes representativas de VSMCs incubadas en condiciones basales (arriba), con FF de
pacientes control (medio), y con FF de pacientes OHSS (abajo); sin y con agregado de S1P (0,2 UM) (derecha
e izquierda, respectivamente). Las imagenes muestran la colocalizacién de filamentos de actina tefiidos con
faloidina-TRITC (rojo) y localizacién de N-cadherina unida a FITC (verde). Magnificacién 600x. Las barras

representan 30 Um.

Efecto de S1P en presencia de FF de pacientes control y con riesgo a desarrollar OHSS
sobre la expresion de proteinas de union intercelular en VSMCs aisladas de aorta de

rata

Debido a que las uniones intercelulares cumplen un rol crucial en la regulacién
de la estabilidad vascular, decidimos analizar la expresidn de distintos tipos de proteina
de unidn intercelular en VSMCs incubadas con FF de pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS en presencia de S1P (Fig. 1.21). Para ello, estudiamos la expresion de N-cadherina
(proteina de uniones adherentes), ocludina (proteina de uniones estrechas) y la nectina-
2 (proteina que puede formar parte de complejos homo- o hetero-filicos entre diversas
moléculas de adhesién). Los niveles de expresién de N-cadherina disminuyeron
significativamente en las células incubadas con FF OHSS en comparacion con aquellas
incubadas con FF control. El agregado de S1P restaur6 la expresion de esta cadherina,
aumentando su expresion significativamente respecto del tratamiento con FF OHSS
solamente. La expresion de ocludina y de nectina-2 no sufrié cambios en ninguno de

los tratamientos estudiados.
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Figura 1.21: Efecto del tratamiento con S1P sobre la expresion de proteinas involucradas en uniones
intercelulares en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con riesgo a OHSS. Fl
contenido proteico de N-cadherina, occludina, nectina-2 y GADPH fue analizado por Western blot en células
incubadas con los distintos tratamientos (FF control, FF OHSS y FF OHSS + S1P 0,2 pM). Los graficos de
barra muestran la cuantificacién densitométrica de cada proteina (paneles superiores), junto con iméagenes
de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Andlisis de la expresion de N-cadherina, relativizada
a GADPH como control de carga. B: Andlisis de la expresién de occludina, relativizada a GADPH como control
de carga. C: Analisis de la expresion de nectina-2, relativizada a GADPH como control de carga. Los valores
fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media + SEM de 3
experimentos independientes, n=6/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre

grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey.
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Efecto de S1P en presencia de FF de pacientes controles y con riesgo a desarrollar

OHSS sobre la expresion de receptores de S1P en VSMCs aisladas de aorta de rata

S1P induce diversas respuestas celulares, tales como migracién, organizacion
del citoesqueleto y formacién de uniones intercelulares, [116,221,222] a través de sus
receptores de membrana. Ademads, esta reportado que S1P puede modular la expresion
de sus propios receptores, aumentando asi la sefializacidon por esta via. Con el objetivo
de estudiar cudles son los receptores involucrados en los efectos de S1P observados
hasta el momento en las VSMCs en presencia de FF, se evalu6 la expresion de dos de
sus receptores: S1P1y S1P3 (Fig. 1.22).

Los resultados mostraron que la expresion de S1P1 estd disminuida
significativamente en las VSMCs incubadas con FF de pacientes OHSS, mientras que el
agregado de S1P genera un aumento significativo en la expresién proteica de este
receptor, en comparacion con las células incubadas sélo con FF OHSS, tal que alcanza
valores similares al control. Por otra parte, la expresiéon de S1P3 en estas células no se

modificé entre los distintos tratamientos.
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Pagina anterior - Figura 1.22: Efecto del tratamiento con S1P sobre la expresion de los receptores
S1P1 y S1P3 en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con riesgo a OHSS. Fl
contenido proteico de S1P1, S1P3 y GADPH fue analizado por Western blot en células incubadas con los
distintos tratamientos (FF control, FF OHSS y FF OHSS + S1P 0,2 uM). Los graficos de barra muestran la
cuantificaciéon densitométrica de cada proteina (paneles superiores), junto con imagenes de inmunoblots
representativos (paneles inferiores). A: Analisis de la expresion de S1P1, relativizada a GADPH como control
de carga. B: Andlisis de la expresién de S1P3, relativizada a GADPH como control de carga. Los valores
fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media + SEM de 3
experimentos independientes, n=6/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre

grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparaciéon multiple de Tukey.
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DISCUSION

Modelo in vivo de OHSS desarrollado en rata

El OHSS es una complicacién iatrogénica severa del crecimiento y maduracién
folicular ocasionada por la induccién de la ovulacidn con gonadotrofinas en tratamientos
de fertilizacion asistida (ART). Una de las caracteristicas que poseen las pacientes con
OHSS es poseer una angiogénesis alterada, con niveles elevados de sustancias vasoactivas
en suero, fluido peritoneal y fluido folicular [157,223]. Debido a esto, aumenta
significativamente la permeabilidad de la microvasculatura, ocasionando ascitis en las
pacientes. Se ha demostrado que el VEGF es uno de los principales candidatos
involucrados en la patogénesis de OHSS, induciendo la permeabilidad vascular [161,204].
En el laboratorio hemos demostrado que la inhibicién del VEGF disminuye la severidad

del OHSS en un modelo desarrollado en rata [169].

Junto al VEGF, colaboran otros sistemas, en forma coordinada y complementaria,
como el sistema de ANGPTs, el sistema de PDGF y el sistema de S1P, para el desarrollo de
una vasculatura estable, madura y, por consiguiente, funcional [224-227]. Los miembros
de las familias de ANGPTs, de PDGF y S1P se encuentran involucrados tanto en el
reclutamiento como en la migracién de células peri-endoteliales, cruciales para la
funcionalidad del vaso sanguineo [105-107]. Las ANGPTs también han sido involucradas
en la patologia de OHSS [193]. Ademas, en nuestro laboratorio hemos encontrado un
aumento en la expresion proteica de tanto de ANGPT1 como de su receptor Tie-2, y una
disminucién de la expresion proteica de PDGF-B y PDGF-D y de su receptor PDGFRf en
ovarios provenientes de un modelo de OHSS desarrollado en rata [228]. También hemos
observado en pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS que no solo los niveles proteicos
de ANGPT1 se encuentran elevados, sino que es parte responsable del aumento de la
permeabilidad vascular en estas pacientes [170]. Por otra parte, hemos reportado que el
esfingolipido S1P se encuentra aumentado en los FF de pacientes con alto riesgo a

desarrollar OHSS comparado a FF de pacientes controles [168].
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Sin embargo, hasta ahora ningtn estudio ha mostrado en detalle la posible
participacion de PDGF-B en la patologia mencionada, siendo uno de los principales

factores que regulan la permeabilidad y estabilidad del vaso sanguineo.

Parallevar a cabo los objetivos propuestos, se realizaron experimentos en ratas
hembras inmaduras porque éstas no son afectadas por los cambios asociados con el
ciclo estral. Ademas, el modelo experimental de OHSS utilizado en este estudio es util
debido a la similitud entre la rata y el humano respecto a las caracteristicas observadas
en dicho sindrome [229]. Levin y col. (1998) demostraron que la administraciéon de hCG
aumenta la permeabilidad vascular y ascitis en el modelo de OHSS en rata [186]. Por
esta razdn, este modelo ha sido utilizado por varios autores y por nuestro grupo de
trabajo [204,206,207,230].

En humanos, el OHSS causa la formacidn de multiples CL y quistes luteales. En
concordancia, se ha observado previamente que los ovarios de ratas OHSS tienen un
alto grado de edema estromal con multiples quistes luteales [171]. En este estudio,
demostramos que en ovarios de ratas OHSS, el tratamiento con PDGF-B (0,5 pg/ovario)
causa una disminucién en el porcentaje de quistes luteales comparado al grupo OHSS
sin tratar. Ademds, esto se correlaciona con el menor peso ovarico y con la disminucién
de los niveles séricos de P4 observado en el grupo OHSS tratado con PDGF-B (0,5
ug/ovario) comparado al grupo OHSS sin tratamiento. Ademds, PDGF-B no altera la
foliculogénesis ni la formacion de CL en el grupo OHSS comparado al grupo OHSS solo.
Estos resultados sugieren que PDGF-B disminuye solo el porcentaje de estas estructuras
quisticas, las cuales son capaces de secretar no solo P4 sino grandes cantidades de
factores angiogénicos, entre ellos VEGF y ANGPTI, los cuales estimulan el proceso de
angiogénesis de manera coordinada y exacerbada y, por consiguiente, aumentan la

permeabilidad vascular. Por lo tanto, el tratamiento con PDGF-B mejoraria la dindmica
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folicular a través de la disminucion de la formacién de quistes, evitando de esta manera
la aparicidén y/o la severidad de este sindrome.

Los ovarios no sélo son la fuente de ovocitos, sino también de hormonas
esteroideas cuya regulacién estd dada por hormonas hipofisiarias. Teniendo en cuenta
que en este trabajo, hemos observado que el tratamiento con PDGF-B disminuye los
niveles séricos de P4 en el grupo OHSS, se decidié evaluar la expresion proteica de dos
enzimas claves en la esteroidogénesis gonadal, P450scc y 33-HSD, en extractos ovaricos
provenientes de los distintos grupos experimentales. Los resultados mostraron que el
PDGF-B fue capaz de disminuir la expresion proteica de la enzima P450scc en ovarios
provenientes de ratas OHSS. Ademas, el agregado de PDGF-B disminuy¢ la expresion
proteica de la enzima 3(3-HSD a valores similares al grupo control. Los resultados
sugeririan que, en el grupo OHSS, el tratamiento con PDGF-B disminuye los niveles
séricos de P4 en parte através de la disminucién de la expresion proteica de dos enzimas
fundamentales en la esteroidogénesis, la P450 scc y la 33-HSD. Cabe mencionar, que la
enzima P450 scc forma parte de un complejo mitocondrial que es responsable de la
ruptura de la cadena lateral del colesterol, siendo este lipido el sustrato principal para
la sintesis de P4. Por otra parte, Zlotkin y col. (1986) demostraron que la expresién de la
enzima P450scc aumenta significativamente bajo la accién de ciertos estimulos como
son las gonadotrofinas [231]. Este resultado se correlaciona con el aumento de esta
enzima en el grupo OHSS comparado al grupo control, teniendo en cuenta las altas
concentraciones de gonadotrofina administradas que posee el grupo con el sindrome.
Una posible causa para explicar la reduccion de los niveles de P4 por PDGF-B en el
modelo OHSS, seria a través de la modulacién de la accién de las gonadotrofinas sobre
el ovario, afectando la esteroidogénesis a través de la expresion proteica de P450scc.

A pesar de que el tratamiento con PDGF-B no afecta el porcentaje de CL en
forma significativa en el grupo OHSS, se decidié evaluar el efecto de este factor de

crecimiento sobre el crecimiento de las células presentes en CLs de ovarios
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provenientes de las ratas OHSS. Los resultados mostraron que el tratamiento con PDGF-
B disminuye el porcentaje de células marcadas positivamente para PCNA en CLs
provenientes del grupo OHSS. Es importante mencionar que la mayoria de las células
marcadas mostraban un nucleo esférico grande con numerosas gotas lipidicas en el
citoplasma, lo que indicaria a nivel morfoldgico que son células luteales grandes [232].
Estos resultados sugieren que el tratamiento con PDGF-B reduciria los niveles de P4 no
solo disminuyendo el porcentaje de estructuras quisticas, sino también afectando la
proliferacion de las células luteales grandes, principales responsables de la sintesis del
esteroide mencionado anteriormente. Ademas, se sabe que las células luteales grandes
expresan grandes cantidades de P450 scc y P450 aromatasa [233], 1o que explicaria la
disminucién de la expresion proteica de P450scc ocasionada por PDGF-B.

El CL es una glandula altamente vascularizada cuya densidad vascular supera
incluso la de algunos tumores [234], teniendo un 50-70% de células endoteliales y
periendoteliales [68,235]. Numerosos estudios han demostrado que el PDGF-B posee un
critico rol en el reclutamiento de pericitos (células peri-endoteliales) a los nuevos vasos
sanguineos, regulando su permeabilidad [62,107,109]. Se ha observado que la
inhibicién de PDGF-B o PDGFR-{ a nivel génico, causa letalidad perinatal debido a la
gran permeabilidad microvascular y hemorragia [73,108]. La causa de esta disfunciéon
microvascular en estos ratones es un severo déficit en la poblacién de pericitos [109].
En nuestro estudio, nos planteamos si el tratamiento con PDGF-B en el grupo OHSS
podria modular la funcién luteal mediante el reclutamiento de células periendoteliales
a la vasculatura. En base a estos antecedentes en la literatura, evaluamos el efecto de
PDGF-B sobre la densidad de esta poblacién celular en el CL y los quistes provenientes
de ratas con el sindrome. Los resultados mostraron que PDGF-B aument? el porcentaje
de area periendotelial en el CL y en las estructuras quisticas en el grupo OHSS. Estos
resultados sugieren que PDGF-B es capaz de inducir el reclutamiento de pericitos a la

vasculatura luteal, estabilizandola y, por ende, disminuyendo la permeabilidad
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vascular exacerbada caracteristica del sindrome. Ademads, estos resultados son
consistentes con las observaciones realizadas por Kuhnert y col. (2008) donde han
demostrado que la inhibicion del sistema de PDGFR-f3 causa una severa disminucién en
el reclutamiento de células peri-endoteliales en CL provenientes de roedor, causando
incluso presencia de hemorragias [236].

Se sabe que las células peri-endoteliales interactian con las células
endoteliales a través de la membrana basal. Estos tipos celulares, se comunican a través
de sitios de contacto llamados “peg and socket”. Estos sitios poseen uniones gap,
estrechas y adherentes que son esenciales, entre otras funciones, para regular la
permeabilidad en la vasculatura [62,237]. Esto implica que un aumento en la
permeabilidad vascular es generalmente acompafiado por una reorganizacion de las
proteinas que forman parte de estas uniones intercelulares. Una de las proteinas de
mayor importancia en las uniones estrechas es la claudina-5 (especifica de endotelio),
la cual es parte responsable de la integridad de la arquitectura vascular [166,238]. En
este estudio, hemos observado que el tratamiento con PDGF-B restaura la expresién
proteica de claudina-5 en el grupo OHSS, llegando a valores similares al grupo control.
Este resultado sugiere que PDGF-B podria estar modulando la expresiéon de esta
proteina, favoreciendo la estabilidad de la arquitectura endotelial en el ovario y
disminuyendo la permeabilidad vascular. Por otra parte, previamente en nuestro
laboratorio, hemos observado que la inyeccién intraovarica de PDGF-B disminuye los
niveles de VEGF ovaricos a valores similares al grupo control en un modelo de PCOS
desarrollado en rata [239]. Teniendo en cuenta que tanto PCOS como OHSS se
caracterizan por tener una angiogénesis alterada con niveles elevados de VEGF en suero
y en ovario [228,240] y sabiendo, por datos de otros autores y nuestros, que el VEGF es
capaz de reducir la expresion de claudina-5 en células endoteliales en el modelo OHSS
[166,169], otra explicacion posible seria que el PDGF-B disminuye las altas

concentraciones de VEGF en el ovario. Por consiguiente, aumentaria la expresion de
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claudina-5, estabilizando la unién intercelular y maduraria la vasculatura en el modelo
de OHSS.

Como se menciond anteriormente, y en particular, en el ovario, las uniones
intercelulares intervienen en la adhesién, comunicacién y permeabilidad entre células
esteroidogénicas, endoteliales y peri-endoteliales [214,215]. Otra proteina que
participa en la regulacién de la permeabilidad vascular es la N-cadherina, que se
encuentra en las uniones adherentes, y participa en la interaccién del endotelio con el
peri-endotelio. En este estudio, los resultados mostraron que el tratamiento con PDGF-
B en el grupo OHSS aumenté la expresion proteica de la N-cadherina a valores similares
al control. Estos datos junto con los resultados obtenidos de la claudina 5 sugieren que
el PDGF-B es capaz de aumentar tanto la presencia de claudina-5 en las uniones entre
células endoteliales como también la presencia de N-cadherina en las uniones entre
células endoteliales y pericitos. Es decir, el PDGF-B mejoraria fuertemente la
reorganizacién y la estabilidad en las uniones intercelulares, disminuyendo la
hiperpermeabilidad en la vasculatura ovarica en OHSS.

El S1P actda principalmente mediante la unién y activacién especifica de
receptores de superficie celular acoplados a proteina G, denominados receptores de S1P
(S1PRs). Ademas, se sabe que el S1P1 es el principal receptor de S1P para inducir
migracién de células de musculo liso [241]. Es importante destacar que dos estudios
han mostrado que la administracién in vivo de S1P inhibe la permeabilidad vascular
inducida por VEGF, y que el receptor S1P1 presente en las células endoteliales y peri-
endoteliales regula esta permeabilidad a través del trafico de la N-cadherina hacia
membrana plasmatica de las células endoteliales, favoreciendo el contacto de estas
células con los pericitos [121,242]. En el ovario, previamente nosotros hemos mostrado
que la administracion intraovarica con S1P aumenta los niveles proteicos de claudina-5
y S1P1 en el modelo de OHSS en rata [167]. Solamente un estudio ha demostrado la

accion del PDGF-B sobre la sefalizacion del esfingolipido mencionado anteriormente.
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Hobson y col., (2001) han reportado que el PDGF-B no solo activa la enzima SphK1, que
sintetiza S1P, sino que también activa al receptor de S1P mediante “trans-activacién” de
receptores, induciendo la motilidad celular [243]. En base a todos estos antecedentes,
evaluamos el efecto de PDGF-B sobre el principal receptor del S1P, S1P1, y la enzima
que forma S1P a partir de la esfingosina, SphK1, en el modelo de OHSS. En esta tesis,
los resultados mostraron que PDGF-B increment6 la expresidn proteica tanto de S1P1
como de SphK1 a niveles similares al grupo control. Estos resultados, en conjunto con
los antecedentes descriptos en la literatura, sugieren que el PDGF-B administrado en
animales OHSS se uniria a su receptor PDGFR-f3, aumentando la expresién SphK1y, por
ende, la formacién de S1P. Ademas, PDGF-B activaria al receptor S1P1, estabilizando
las uniones entre endotelio-endotelio y endotelio-peri-endotelio, mediante el aumento
de claudina-5 y N-cadherina. Es decir, que en OHSS, PDGF-B seria capaz de estabilizar
la vasculatura ovarica a través de la “trans-activacion” entre su propio receptor del tipo
TRK (tirosin kinasa) y el receptor del tipo GPCR (“guanine nucleotide binding protein-
coupled receptor”). En el futuro, se requieren mas estudios para dilucidar esta
interaccion entre ambos tipos de receptores promovida por la accién de PDGF-B en el
modelo del sindrome.

Dado que una de las caracteristicas de OHSS es el aumento de la permeabilidad
vascular que lleva ala presencia de ascitis, se evalud el efecto del tratamiento con PDGF-
B sobre la extravasacion de NaFlu como parametro de permeabilidad vascular en
ovarios de los distintos grupos experimentales. En el grupo OHSS se observé una gran
cantidad de areas de extravasado de naflu en CL y en areas estromales, como también
en la red de capilares presente en la teca de foliculos antrales comparado a los grupos
control. En cambio, el PDGF-B redujo las zonas de extravasado de NaFlu en el grupo
OHSS. Estos resultados son consistentes con los resultados observados anteriormente

que indican que PDGF-B estabiliza la integridad de las uniones intercelulares presentes
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en los vasos sanguineos en el ovario y, por consiguiente, disminuye la permeabilidad
vascular en OHSS.

Estd demostrado que los componentes de la matriz celular de la vasculatura
interaccionan con factores de crecimiento modulando la actividad bioldgica de esta
matriz y, por consiguiente, la estabilidad del vaso [244] [245]. En particular, se ha
reportado que los dimeros de PDGF (AA, BB y AB) se adhieren a distintos tipos de
colageno, como es el caso de colageno tipo IV, regulando la actividad bioldgica de la
matriz celular [246]. En base a estos antecedentes, se decidié evaluar el efecto de PDGF-
B sobre la interaccion del coldgeno IV con las células de musculo liso en la vasculatura
ovarica en el sindrome. Los resultados mostraron que disminuye considerablemente la
marca positiva para este componente de la matriz celular, asi como también la marca
para células peri-endoteliales en la vasculatura ovarica del grupo OHSS, comparado al
grupo control. En cambio, el tratamiento con PDGF-B aumenta la marca positiva para
ambos marcadores en animales que desarrollaron OHSS. Estos resultados sugieren que
PDGF-B reduciria la permeabilidad vascular, incrementando en parte la presencia de
colageno IV en la matriz celular, mejorando la interaccién de las células peri-
endoteliales con esta matriz y, en consecuencia, estabilizando la arquitectura del vaso.

En resumen, en esta parte del Capitulo I de la tesis demostramos que la
disminucién severa de los niveles de PDGF-B podria ser un mediador del desarrollo de
OHSS, ocasionando una exacerbada permeabilidad vascular. Por consiguiente, la
administracion de este factor de crecimiento representaria una posible estrategia
terapéutica para prevenir la aparicion del OHSS en pacientes que se someten a técnicas
de fertilizacion asistida. Ademads, los resultados descriptos en relaciéon con el
reclutamiento de células peri-endoteliales y la regulacién de proteinas de uniones
estrechas como adherentes, pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre los
mecanismos por los cuales el PDGF-B tiene efecto sobre la disfuncién ovérica, como es

el caso de OHSS.
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FF humanos

Se sabe que las lipoproteinas son responsables del transporte de colesterol
entre distintos tipos celulares [247]. En los FF, HDL es el tipo predominante de
lipoproteina, como resultado de las restricciones de tamafio para las particulas que
pueden atravesar la ldmina basal folicular [129,130]. Otros tipos de lipoproteinas, en
caso de estar presentes, no pueden ser medidas por ensayos de rutina, y no se ha
encontrado que existan particulas de LDL y VLDL presentes en FF [248]. A pesar de que
la composicion lipoproteica de los FF es Gnica y podria ser una fuente de interesante de
informacién respecto al ambiente que rodea al ovocito, no existen suficientes estudios
que investiguen la variabilidad de las HDL de FF, limitando su utilidad como
biomarcador del entorno folicular.

Por estas razones, uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar la composiciéon
de las HDL en los FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto de pacientes
control y las posibles implicancias en el transporte de colesterol hacia las células
foliculares. Los resultados mostraron que no solamente existe un aumento en el
contenido de colesterol total de FF de pacientes con riesgo a desarrollar este sindrome,
sino que las HDL que lo transportan también difieren en tamafio y carga de colesterol,
en comparaciéon con las HDL de FF de pacientes control. También observamos
diferencias en la composicion proteica de las HDL de estas pacientes, ya que los niveles
de expresion de ApoA-I (una de las apolipoproteinas principales de HDL de FF)
disminuyeron respecto de aquellas de pacientes control. No se puede descartar que
existan también variaciones en otras apolipoproteinas en las HDL de este tipo de
pacientes. Estos resultados indicarian que los FF de pacientes con riesgo a desarrollar
OHSS se caracterizan por presentar diferentes HDL a nivel de estructura y funcion,
comparadas con las HDL de FF de pacientes control. Por lo tanto, este es el primer
estudio en encontrar variabilidad entre las HDL de FF provenientes de los dos grupos

analizados.
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Se sabe que el receptor principal de particulas de HDL, SR-BI, estd presente en
el sistema reproductivo femenino, en particular en células tecales, intersticiales y
luteales, y que su expresion varia a lo largo del desarrollo folicular y luteal en ovario
provenientes de ratdn [249]. Por otra parte, se ha reportado que defectos en el receptor
SR-BI o en su expresidon pueden ocasionar fallas en la fertilidad [149,150]. En este
trabajo, evaluamos la expresion de este receptor en CGL humanas provenientes de
pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS y de pacientes controles. Los resultados
indicaron que la expresién de SR-BI aumenta significativamente en CGLs de pacientes
con riesgo a desarrollar OHSS respecto de CGLs de pacientes control. Esta informacion
concuerda con varios estudios realizados en rata que han reportado que la expresion de
SR-BI puede inducirse por gonadotrofinas [125] y que la inhibicién de este receptor en
ovario reduce abruptamente la esteroidogénesis estimulada por dichas hormonas
hipofisiarias [250]. Estos antecedentes refuerzan la importancia de la entrada de
colesterol mediante SR-BI en los compartimentos folicular y luteal. Se requieren mas
estudios para dilucidar la participacion de transportadores de colesterol, tales como
ABCA1y ABCG1 [251], presentes en la membrana de las células ovaricas en este tipo de
pacientes. Los datos obtenidos sugieren que en ovarios de pacientes con alto riesgo a
desarrollar OHSS se estaria promoviendo la expresién de este receptor de HDL,
favoreciendo la entrada de colesterol a las células ovdricas y, por ende, aumentando la
sintesis de hormonas sexuales. Este contexto podria contribuir a la luteinizacién de las
células, incrementando la angiogénesis ovarica y la aparicion del sindrome.
A modo de resumen, se presenta a continuaciéon un esquema que detalla la
caracterizacion del perfil lipoproteico de los FF de pacientes control y pacientes con

alto riesgo a desarrollar OHSS (Fig. 1.23).
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Fig. 1.23: Esquema que describe el perfil lipoproteico de pacientes control y pacientes con riesgo a

desarrollar OHSS, segun los resultados obtenidos en FF humanos y CGL humanas.
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Cultivo primario de VSMCs de aorta de rata

Las VSMCs son células peri-endoteliales que, aunque cumplen funciones de
gran relevancia en la regulacién de vasos sanguineos, en muchas ocasiones no son
tenidas en cuenta al momento de estudiar patologias con alteraciones en la
angiogénesis. En este caso, nos propusimos utilizarlas como herramienta para evaluar
parametros angiogénicos y estudiar su rol en el contexto del OHSS.

En primer lugar, se corroboré la expresiéon de marcadores especificos de
VSMCs y de proteinas de interés para este trabajo, como PDGFR-f} (receptor de PDGF),
S1P1 (receptor de S1P) y N-cadherina (molécula de uniones adherentes). Estos
resultados nos permitieron avanzar en el estudio de la regulacién de VSMCs en las
distintas condiciones experimentales.

Debido a que las uniones intercelulares y la organizacién del citoesqueleto son
esenciales para la regulaciéon de la permeabilidad vascular, se estudiaron estos
parametros en el cultivo de VSMCs. La actina es la proteina de citoesqueleto mas
abundante en las VSMCs contractiles, contribuyendo a un 20% del contenido proteico
total de estas células [252]. Mediante sus conexiones con otras células peri-endoteliales,
con el endotelio y con la matriz extracelular, sumado a los estimulos mecanicos, las
VSMCs integran numerosas sefiales que le otorgan gran plasticidad de respuesta en
cuanto a la arquitectura celular. De esta manera, el citoesqueleto regula la forma
celular, la rigidez de la membrana basal secretada y la topografia de la superficie
subcelular. Como resultado, la reorganizacion del citoesqueleto de las VSMCs esta
finamente regulado para asegurar la estructura y funcionalidad adecuada de estas
células en condiciones fisioldgicas [253]. En esta tesis, observamos que las VSMCs
estimuladas con FF de pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS presentan
alteraciones en el citoesqueleto celular, lo que se evidencia por la gran cantidad de

fibras de estrés y por la adquisiciéon de una morfologia mas ahusada y filamentosa.
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Ademas, hemos encontrado evidencias de la internalizacién de la N-cadherina
en presencia de FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS, comparado con FF de
pacientes control. Si bien este fendémeno no estd completamente descripto aun en la
literatura, existen varios trabajos que describen que el trafico anémalo de cadherinas
estad involucrado en diversas patologias, como, por ejemplo, la pancreatitis aguda y
algunos tipos de cdncer, en los que la angiogénesis estd alterada [254]. Entre los
mecanismos que regulan la endocitosis de cadherinas, se destaca la acciéon de las
cateninas, las cuales se unen a las cadherinas dentro del citoplasma, permiten la
conexion con el citoesqueleto de actina y estabilizan las uniones adherentes [255].
Resulta particularmente interesante el trabajo de Sharma y Henderson (2007) [256],
quienes reportan que en células en migracion, [3-catenina es internalizada de manera
conjunta con N-cadherina por macropinocitosis, sugiriendo que esta catenina es
mediadora de la endocitosis de N-cadherina. Todos estos antecedentes en la literatura,
sumados a nuestros resultados, nos permiten inferir que los factores presentes en los
FF de pacientes OHSS generan una desregulacion en el anclaje y trafico de cadherinas,
especialmente la N-cadherina, de manera directa o indirectamente a través de las
cateninas.

Tanto la reorganizacién del citoesqueleto como la internalizacién de la N-cadherina
fueron parcialmente revertidos por el agregado de S1P a los FF de pacientes con alto
riesgo de OHSS. Ademads, hubo una disminucién en la expresion proteica de los niveles
de N-cadherina en VSMCs incubadas con FF OHSS, mientras que el agregado de S1P
restaura los niveles de esta proteina. Esto concuerda con varios estudios que han
reportado que la activacién de los receptores de S1P es necesaria para el trafico y
fortalecimiento de las uniones “peg and socket” dependientes de N-cadherina entre
células endoteliales y periendoteliales [62,121]. Ademas, las cadherinas permiten la
unién entre VSMCs adyacentes y la propagacion de sefiales mecanicas de una célula a

la otra [257]. Estas acciones estdn mediadas por las proteinas del citoesqueleto
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distribuidas a lo largo del citoplasma [258]. Por lo tanto, los efectos observados de S1P
sobre las VSMCs podrian deberse en parte al aumento en la expresion de N-cadherina
y de su localizacién en uniones entre células, lo que a su vez induce un rearreglo de la
arquitectura celular similar al de VSMCs estimuladas con FF control. Esto es consistente
con los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los que
demostramos que la administracién intrabursa de S1P aumenta los niveles de N-
cadherina en ovarios provenientes del modelo de OHSS desarrollado en rata [167].

Por ultimo, se evalud la expresion de los dos receptores principales de S1P en
VSMCs, S1P1 y S1P3. Los resultados mostraron que el receptor S1P1 se encuentra
disminuido en VSMCs estimuladas con FF OHSS respecto de aquellas estimuladas con
FF de pacientes control, mientras que no se observaron cambios en la expresion de
S1P3. Por otra parte, el agregado de S1P aumentd la expresion de su receptor S1P1, en
concordancia con lo descripto por Kluk y Hla, quienes demostraron que S1P puede
regular positivamente la expresién de su propio receptor en VSMCs [241]. Estos autores
también observaron que S1P favorece la proliferacion y migracién de estas células
mediante la sefializacion por S1P1. Ademas, este resultado esta de acuerdo con los
obtenidos previamente en nuestro laboratorio, ya que se ha observado que este
esfingolipido es capaz de incrementar los niveles del receptor S1P1 en ovarios

provenientes del modelo de OHSS en roedor.
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CAPITULO II: FALLA OVARICA PREMATURA (FOP)

La menopausia, con sus manifestaciones clinicas y sus complicaciones, es un
cuadro de interés por si misma, debido a que induce en quien la padece un
envejecimiento prematuro con complicaciones cardiacas, dseas, psiquicas y
metabdlicas.

Fisiolégicamente, este fendmeno se produce de manera progresiva desde
aproximadamente los 38-40 afios de edad, momento en el cual la fertilidad empieza a
declinar: se calcula que este proceso se inicia cuando quedan aproximadamente 25.000
foliculos ovaricos .[259] En una primera fase, se produce un aumento sutil de los niveles
de FSH, probablemente debidos a una menor produccién de inhibina por las células de
la granulosa en los foliculos senescentes. Este aumento de FSH determina un desarrollo
folicular mas rapido con un acortamiento de los ciclos y un agotamiento progresivo de
los foliculos restantes. A medida que se van agotando los foliculos aumenta la aparicion
de ciclos anovulatorios que determinan una segunda fase en la que se produce un
aumento progresivo de la duracién de los ciclos hasta su cese definitivo. La menopausia
aparece cuando el numero de foliculos residuales desciende por debajo del umbral
critico en torno a 1000, con independencia de la edad. El diagndstico de menopausia es
generalmente clinico realizandose cuando existe un periodo de amenorrea superior a
los doce meses acompafiados de cifras hormonales de FSH > 40 mU/ml y E2 < 20 pg/ml.

Se define a la falla ovarica prematura o menopausia precoz como el cese de la
funcién ovarica por debajo de los 40 afios, si éste se produce entre los 40 y 45 se
denomina menopausia temprana [172]. La primera referencia histérica al respecto la
encontramos en 1967, cuando se defini6 la falla ovarico prematuro (FOP) como el cese

no fisiolégico de la menstruacion antes de los 40 afios y después de la menarca [260]. Es
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una entidad clinica caracterizada por la existencia de amenorrea de al menos 4 meses
de evolucidn, sintomas de déficit estrogénico, elevacion de gonadotrofinas mayores de
40 mU/ml con disminucidn de estrégenos menores de 5 pg/ml (obtenidas en dos
ocasiones distintas), que se presenta en mujeres antes de la edad normal de la
menopausia.

Este sindrome ha recibido distintas denominaciones que han creado una
cierta confusiéon terminolédgica. Las mads utilizadas han sido: Menopausia precoz,
extinciéon ovdrica precoz, hipogonadismo o amenorrea hipergonadotropa, ovarios
resistentes y FOP. Este tiltimo término (o su variante, insuficiencia ovarica prematura)
es el que mas aceptacidn tiene y el mas utilizado en la actualidad [172].

La incidencia de este sindrome descrita en la literatura es muy divergente.
Hace pocos afos, el organismo “Study of Women Across the Nation (SWAN)” ha
reportado una incidencia de 1,1 % de FOP antes de los 40 afios. Este porcentaje
representaria aproximadamente 90.000 casos en Argentina. Ademds de las
consecuencias en lo que concierne a la capacidad reproductiva, la FOP esta asociada
con un riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular, osteoporosis, cancer epitelial

de ovario y Alzheimer [261].

FISIOPATOLOGIA DE FOP

En condiciones normales, al comienzo de la vida embrionaria se produce en el
feto hembra la migracion de las células germinales hacia la cresta genital. De la
interaccion de ambas se desarrolla la génada femenina, que en la semana 20 tiene 6-7
millones de ovogonias. Hacia la semana 25 comienza un proceso continuo de atresia
que hace que s6lo queden entre 300.000 y 400.000 en el momento del nacimiento. Al

final de la vida reproductiva desaparecen por completo como consecuencia de que en
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cada ciclo alrededor de 1.000 foliculos inician el desarrollo mientras sélo uno ovula y
en el resto se desencadena la atresia.

Existen principalmente dos tipos fisiopatolégicos de fallo ovarico prematuro:
por deplecidn folicular y por disfuncién folicular [262]. El FOP por deplecién folicular
ovarica abarca los casos en los que la reserva o “pool” folicular estd disminuido,
provocando un agotamiento prematuro de los mismos. El déficit de foliculos
disponibles puede deberse a dos mecanismos. El primero es la falta de emigracién de
los gonocitos hacia la cresta genital (0 en menor ndmero de lo normal), dando origen a
una gonada patoldgica con escasa o nula dotacion folicular. El segundo se da cuando la
emigracion de los gonocitos es normal, pero se acelera el proceso de atresia en la vida
prenatal o en la postnatal, lo que va produciendo génadas con escasa dotacion folicular,
que fracasardn en su funcién prematuramente. La tasa de atresia folicular tiene
variaciones individuales en las que estarian involucrados principalmente factores
genéticos [263]. No se conocen completamente los mecanismos que gobiernan la
atresia, pero puede estar acelerada por defectos del cromosoma X (por ejemplo,
sindrome del X fragil) [263] o bien por una alteracion en la produccion o sefializacion
de gonadotrofinas [264]. También se ha sugerido que alteraciones inmunoldgicas
podrian estar implicadas en la tasa de atresia folicular.

Otra de las causas posibles de la aceleraciéon de la atresia, y en lo que nos
basaremos en este estudio, son los agentes externos iatrégenicos. Esta clasificacion
comprende los siguientes tipos de agentes:

Quimioterapia: su efecto sobre el ovario produciria, por una parte, la
destruccién de las células en desarrollo de la granulosa y la teca, componentes
necesarios para el desarrollo folicular y, por otra, la alteraciéon del ADN celular, que
afectaria a los foliculos primordiales en reposo. Los factores determinantes para la
aparicién de FOP post-tratamiento son la edad de la paciente, la dosis y el tiempo de

administracion. Al comparar los datos de volimenes ovaricos de otros autores, se ha
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reportado que en las pacientes sometidas a tratamientos oncolégicos, la edad de los
ovarios seria aproximadamente 10 afios superior a la cronolégica [265].

Radioterapia: la FOP producida por radioterapia depende de la edad de la
paciente y la dosis administrada. Dosis mayores de 600 cGy producen un FOP definitivo,
mientras que dosis de 400-500 cGy sélo producen alteraciones irreversibles en el 50%
de los casos [266].

Cirugia: estd en discusion cuanto puede afectar a la funcién ovarica aquellas
cirugias que alteran la vascularizacion ovarica, como la histerectomia o cirugia a nivel
tubdrico.

Tabaco: es uno de los factores de riesgo mas relacionado con FOP. Las
fumadoras estdn mas predispuestas a tener menopausia natural un afio antes que las
no fumadoras [267] y a presentar una perimenopausia mas corta [259,268]. Fumar se
asocia también con peores resultados reproductivos y trastornos menstruales, como
ciclos mas irregulares y cortos debidos al acortamiento de la fase folicular y a las cifras

incrementadas de FSH [268].

LA QUIMIOTERAPIA COMO AGENTE INDUCTOR DE FOP

El riesgo de desarrollar FOP como consecuencia de los tratamientos
quimioterapéuticos depende de numerosos factores. Uno de los mds importantes es el
protocolo o régimen de tratamiento a seguir, ya que no todas las drogas
quimioterapéuticas generan el mismo grado de gonadotoxicidad. Se ha reportado que
los agentes alquilantes son los méas dafiinos para el ovario: el 42% de las mujeres que se
sometieron a tratamientos con agentes alquilantes desarrollaron FOP, mientras que en
aquellas que estuvieron expuestas a alcaloides derivados de plantas o agentes derivados

de platino aument6 muy poco su riesgo de tener FOP [269]. También se ha estimado
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que las mujeres menores de 20 afios tratadas con agentes alquilantes tienen nueve veces
mas probabilidades de desarrollar FOP que pacientes control [270,271].

Otro punto para tener en cuenta es la dosis de tratamientos administrada, ya
que varios estudios han demostrado que la apariciéon de FOP es dosis-dependiente [272].
En ratones, se ha demostrado que la pérdida de foliculos primordiales en respuesta a
terapias alquilantes ocurre a medida que se incrementan las dosis [273].

Un factor de riesgo crucial es la edad de la paciente al momento del
tratamiento, ya que estd demostrado que hay mayor incidencia de FOP en pacientes
mayores [274]. Las pacientes de mayor edad ya tienen una reserva folicular menor a la
de pacientes jovenes al comienzo del tratamiento, entonces la pérdida de foliculos de
este “pool” mas pequefio tiene mas chances de inducir FOP al finalizar el tratamiento
[275].

Uno de los inconvenientes principales de los estudios que buscan determinar
el riesgo de una paciente de desarrollar FOP luego de la quimioterapia, es la
heterogeneidad de métodos utilizados para evaluar la reserva folicular remanente. Uno
de los métodos mas utilizados es utilizar la amenorrea como punto final de la funcién
ovdrica, pero esta condicién puede ser temporal, ya que en muchas pacientes los ciclos
mentruales se reanudan varios meses después del tratamiento. Sin embargo, al mismo
tiempo, ese reinicio puede durar un periodo corto y ser sucedido por una amenorrea
permanente [276]. Esto complica la obtencién de un parametro preciso. Ademas,
debido a que la amenorrea es reportada por las mismas pacientes, no es una medida de
las mas confiables.

Otro tipo de medicién que esta cobrando relevancia es la utilizacion de
recuento de foliculos antrales por ultrasonido y de indicadores hormonales, tales como
E2, FSHy AMH. AMH es una hormona proteica producida por las células de granulosa

de los foliculos en crecimiento, que puede ser utilizada para inferir el nimero de
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foliculos pequefios en desarrollo presentes en el ovario. A partir de este dato, se puede

extrapolar el numero de foliculos primordiales restantes[277].

AGENTES ALQUILANTES: EL USO DE CICLOFOSFAMIDA (CTX)

La ciclofosfamida (CTX, por su nombre comercial mds conocido: Citoxan)
pertenece al grupo de las oxazafosforinas, estd clasificada dentro de los agentes
alquilantes y es una de las drogas quimioterapéuticas mas utilizadas. Fue sintetizada
por primera vez en 1958 y se obtuvo la aprobacién para su uso como agente antitumoral
en 1959 [278]. Un amplio espectro de tipos de cancer puede tratarse con CTX,
incluyendo cdncer de mama y linfomas, y generalmente se la utiliza en combinacién
con otras drogas anticancerigenas [279]. Cabe resaltar que también se utiliza a CTX
como inmunosupresor en diversas patologias autoinmunes, tales como lupus y
esclerosis multiple, asi como para transplantes de médula 6sea [280,281]. Aunque esta
droga se utiliza hace varias décadas, se han desarrollado nuevos usos terapéuticos como
la terapia metrondmica o de alta dosis. Estos nuevos protocolos tienen como objetivo
sobrepasar la inmunosupresiéon en los estadios de cancer avanzados, destruyendo las
células inmunes de perfiles regulatorios que evitan el ataque del sistema inmune a las
células tumorales [279]. Su uso en la clinica estd limitado por su toxicidad, ya que sus
efectos secundarios incluyen neutropenia, cardiotoxicidad y cistitis hemorrdgica [282]
[283].

Como ya se menciond anteriormente, la CTX junto otros agentes alquilantes,
como el busulfan, son considerados los tratamientos quimioterapéuticos mads
ovotoxicos [269]. Se ha estimado que entre el 60y el 80% de las mujeres tratadas por la

combinaciéon CMF (ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluorouracil) desarrollan FOP [284]
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El tratamiento con CTX puede ser administrado tanto de forma oral como
intravenosa. Al ser una pro-droga inactiva, luego de su absorcién, CTX necesita ser
activada biolégicamente en el higado para ejercer sus efectos citotéxicos. Tal como
muestra la Figura 2.1, el citocromo P450, mayormente CYP 2B6 y 3A4, oxida al
compuesto CTX a 4-hidroxi-ciclofosfamida (también conocida como perfosfamida),
formando un equilibrio con la aldofosfamida. Ambas formas pueden entrar a las células
y alli ser descompuestas para producir mostaza fosforamida, el principal metabolito

activo que interfiere con el ADN celular [285].
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Fig. 2.1: Metabolismo de la ciclofosfamida (CTX). Las estructuras resaltadas en negrita corresponden al
camino metabdlico que lleva a la formacion del metabolito activo, la mostaza perfosfamida. Las enzimas
involucradas son: el citocromo P450 (P450 2B6, 3A4); la ALDH aldehido deshidrogenasa (ALDH1A1), la
glutatién-S-transferasa (GST1) y la alcohol deshidrogenasa. Tomado de Ahlmann y col. [279]
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Si bien hay otros metabolitos intermedios producidos por CTX con efectos
citotéxicos, los estudios realizados sugieren que es la mostaza fosforamida la que
presenta mayor poder gonadotéxico [286,287]. El mecanismo de accién de esta droga
consiste en la creacién de enlaces cruzados entre bases del ADN, tanto intra-catenarios
como inter-catenarios, que interfieren con la divisidn celular [288]. En consecuencia,
los efectos de CTX son independientes del ciclo celular. Sin embargo, como todos los
agentes alquilantes, las células con altos niveles de proliferaciéon son las més sensibles
alos efectos de CTX [289].

En particular, las células de granulosa tratadas con CTX presentan alteraciones
mitocondriales, que incluyen una reduccién del potencial transmembrana
mitocondrial y la acumulacién de citocromo c en el citosol, lo que puede conducir a la
activacion de la apoptosis a través de caspasas [290]. También se ha demostrado que
CTX produce un aumento en la expresiéon de BAX, una proteina que es parte de la via
mitocondrial del proceso de apoptosis [291]. Esta podria ser la forma en la que esta
droga interfiere con el potencial de membrana mitocondrial y produce apoptosis. La
generacion de estrés oxidativo es otro de los mecanismos propuestos que se cree causan
muerte celular y que ha sido especialmente vinculado a los efectos secundarios sobre
el sistema cardiovascular [292]. Ademas, la exposicién de ovarios a metabolitos activos
de CTX in vitro induce la expresion de la histona H2AX (marcador de quiebres en la

doble hebra de ADN), predominantemente en ovocitos y células de granulosa [293].

BLANCOS POTENCIALES DE CTX EN EL OVARIO

Efectos de CTX sobre los distintos estadios foliculares

Las poblaciones foliculares que componen el ovario son heterogéneas, por lo
que cada estadio folicular presenta una vulnerabilidad distinta a los efectos citotdxicos

de la quimioterapia. Actualmente, no hay suficiente informacién que permita
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esclarecer esto, pero existen diversos trabajos que demuestran algunos efectos de CTX
sobre los distintos estadios foliculares. Dado que la pérdida de la reserva folicular es lo
que finalmente conduce a la apariciéon de FOP, la mayoria de los estudios solamente se
centra en evaluar los foliculos primordiales. Por ejemplo, en ovarios de rata y raton, se
ha observado que el tratamiento con CTX y sus metabolitos produce una reduccién en
el numero de foliculos primordiales y primarios sanos [286,293].

Sin embargo, los mecanismos de dafio de CTX sobre la reserva pueden ser
debido a un efecto directo de la quimioterapia sobre los foliculos primordiales, o puede
atribuirse a un efecto indirecto dado por el dano a foliculos en crecimiento, que a su
vez, induce el reclutamiento folicular inicial y la desaparicién de la reserva folicular.
Dado que los foliculos en desarrollo inhiben la activacién a través de factores como la
AMH [294], la rapida destruccién de foliculos en crecimiento podria llevar a un
aumento en el reclutamiento folicular. Este fendmeno, repetido a lo largo de varios
ciclos de tratamiento quimioterapéutico, podria ser una causa fundamental del efecto
gonadotoéxico de CTX respecto al numero de foliculos primordiales [180]. Tal como han
demostrado Kalich-Philosoph y col. en un modelo de ratén, CTX aumenta el
reclutamiento de foliculos primordiales, aunque no esta establecido si lo hace a través
de una accidén directa sobre ese tipo particular de foliculos o de forma indirecta a través
de la pérdida de los foliculos en desarrollo [179]. Por otra parte, en biopsias humanas
tratadas con CTX, hay menor numero de foliculos primordiales respecto de muestras
control sin tratar [177].

Por otra parte, se ha reportado que los foliculos preantrales son altamente
susceptibles al dafio por quimioterapia, y que su calidad disminuye rdpidamente con la
administracion de CTX tanto in vivo como in vitro [295,296]. El abrupto descenso en
los niveles de AMH durante los tratamientos quimioterapéuticos es también un

indicador de que los foliculos es crecimiento son danados [297,298].
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Efectos de CTX sobre las células germinales y células somaticas ovaricas

El ovario estd constituido por diversos tipos celulares expuestos a la
citotoxicidad causada por CTX. Una suposiciéon frecuente es que los ovocitos son
danados en forma directa por la quimioterapia, llevando a la muerte de las células
germinales y por ende a la pérdida de foliculos. No obstante, existe muy poca evidencia
que sustente esa hipdtesis. En un modelo de xenotransplante, se transplantaron en
ratones piezas de ovario fetal humano, que luego fueron tratadas con CTX [177]. En este
trabajo, se detect6 apoptosis en los ovocitos antes que en las células de pregranulosa,
pero dado que se trata de tejido fetal, no puede descartarse que se deba a que las células
germinales ain estan mitdticamente activas, a diferencia de lo que sucede en el ovario
adulto.

Una explicacién alternativa es que CTX afecta directamente a las células somaticas, ya
que se encuentran en divisiéon mitdtica, lo que las torna susceptibles a la accién de la
quimioterapia. Debido a que los ovocitos y las células de la granulosa que lo rodean son
dependientes unos de los otros, la destruccién de las células de la granulosa podria
llevar indirectamente a dafiar el ovocito. Este dafio podria estar latente y manifestarse
en estadios foliculares avanzados o incluso post-fertilizacion. Como se ha demostrado
en el estudio de Raz y col. [296], cuando se cultivan cortezas ovaricas humanas en
presencia de CTX, se observa un aumento del dafno en células de granulosa y en la
membrana basal. Se obtuvieron resultados similares en un estudio de biopsias humanas

provenientes de mujeres tratadas con quimioterapia [295].
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L . ) Tipo celular Estadio folicular
Quimioterapia Autores Especie
afectado afectado
Razy col. Células de
Humano
(2002)[296] granulosa -
Desmeules 'y Ovocitos y . .
. , ) Primordiales,
Devine Ratén células de . )
primarios.
(2006)[286] granulosa
Oktem y Oktay . . .
Humano Ovocito Primordiales
(2007)[177]
Zhao y col. Células de
Rata -
(2010)[290] granulosa
Petrillo y col. . Principalmente Primordiales y
Rata y ratén . . .
(2011)[293] ovocitos primarios
Kalich-Philosoph
P , Células de la Foliculos en
y col. Ratoén
granulosa desarrollo
(2013)[179]
CTX
Abi | Células de
., iry col.
en combinacion 2008\/ 205 Humano granulosay Preantrales
con otras ( )[ ] ovocitos

drogas

Tabla 2.1. Resumen de los antecedentes en literatura que evalian los efectos directos de CTX sobre

el ovario.

144



Capitulo II: FOP - Introduccién

Agentes
quimioterapéuticos

ot

>
=5

i

Accion directa
sobre los foliculos
primordiales

Accién indirecta sobre los
foliculos en desarrollo, que
causa un aumento en el
reclutamiento folicular

Agentes
quimioterapéuticos

-

Dafio directo al ovocito Dafo directo a las células somaticas

\

Muerte del ovocito

<

Muerte de células somaticas

<«

Muerte del ovocito

Figura 2.2 - Los tratamientos quimioterapéuticos tienen distintos blancos posibles en el ovario. A:
La quimioterapia puede afectar directamente a la reserva de foliculos primordiales o, indirectamente, a
través del dafio a los foliculos en crecimiento. Puesto que los foliculos en estadios mas avanzados inhiben la
activacion de los foliculos primordiales, la pérdida de esta poblacién supone un aumento en el reclutamiento
folicular. B: La quimioterapia puede dafar el ovocito directamente o dafar las células sométicas ovéricas, lo
que lleva indirectamente al dano del ovocito y la destruccion del foliculo. Adaptado de Morgan y col. 2012
[180].
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Efectos de CTX sobre otros tipos celulares del ovario

Otra posibilidad es que el dafio por quimioterapia afecte los diversos
componentes del estroma ovarico, lo que a su vez alteraria la funcién folicular. La
angiogénesis, como ya se ha mencionado, es un proceso fundamental, ya que el ovario
depende de la formacién y la remodelacién continua de su complejo sistema vascular
para funcionar correctamente. La vasculatura ovarica permite que tanto foliculos como
cuerpos luteos reciban el suministro necesario de nutrientes, oxigeno y hormonas, asi
como también la liberacién de hormonas. Ademads, los procesos angiogénicos son
indispensables para el crecimiento folicular, la ovulacién y la funcionalidad de los CL
[299]. Dado el continuo crecimiento y regresion de la vasculatura ovarica, resulta l6gico
pensar que CTX podria generar dafos sobre los vasos que afecten los foliculos ovéricos.
Marcello y col. demostraron que en biopsias ovaricas de nifias que estuvieron expuestas
a tratamientos quimioterapéuticos por leucemia habia dafo (de moderado a severo) en
el estroma y en la vasculatura ovarica [300]. Por otra parte, se encontraron evidencias
de fibrosis cortical y daflo vascular en ovario humano luego del tratamiento con este
agente alquilante [178], por lo que la injuria vascular podria ser un mecanismo
adicional que explique parte de la pérdida de foliculos en FOP.

Como ya se ha mencionado, CTX tiene importantes efectos citotéxicos sobre
las células inmunes, ya que genera inmunosupresién y/o inmunomodulacién. El
tratamiento con CTX genera rdpidamente una disminucién en la respuesta inmune
innata y leucopenia en sangre [301,302]. Ademads, estd reportado que existe una
subpoblacién de macrdfagos especialmente sensible a CTX [303] y que la deficiencia de
macro6fagos alveolares y peritoneales luego del tratamiento con CTX es mucho mas
persistente que la leucopenia, en un modelo murino de inmunosupresién [304].

Los macrdéfagos son las células inmunes mas frecuentes del ovario,
fundamentales para modular procesos como el desarrollo folicular, la ovulacién, la

luteinizacion y la angiogénesis [305]. También contribuyen a la continua remodelacién
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del ovario mediante la produccién de metaloproteasas [306]. Se ha comprobado, tanto
en humanos como en roedores, que los macréfagos ovdricos remueven por fagocitosis
a las células apoptéticas que se producen como resultado de la atresia y la lutedlisis
[307]. Los macré6fagos también son responsables de la produccién y secrecidon de
numerosos factores de crecimiento, citoquinas y quemoquinas que regulan de forma
pardcrina la actividad de las células ovaricas, tanto en condiciones fisiolégicas como
patolégicas [308]. Por ejemplo, Figueroa y col. han reportado que los macrdfagos estan
involucrados en la etiologia de PCOS, ya que los factores que secretan inducen apoptosis
en células ovaricas de un modelo de rata [309].

La activacion de los macréfagos en el microambiente ovarico estd regulada por
la modulacidn local de la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), que recluta y
activa a los macréfagos [310]. Cabe resaltar que, ademds de los mismos macroéfagos, las
células tecales también pueden secretar MCP-1 para reclutar macréfagos [311]. Se sabe
que, en el ovario, los macréfagos se localizan principalmente en la teca de los foliculos
en distintos estadios de desarrollo, dentro de los foliculos atrésicos, en el estroma
ovarico (cercanos a los capilares perifoliculares) y asociados a los CL [308]. Ademds,
aunque dentro de los tipos celulares presentes en FF predominan las células de
granulosa, Baranao y col. han demostrado que casi un 8% de las células alli presentes
son macréfagos derivados de ovario [312]. Por dltimo, un interesante trabajo ha
demostrado que la ablacion local de macréfagos en el ovario altera severamente la
vasculatura ovarica, produciendo hemorragias generalizadas en un modelo en ratén
[313].

Si bien no hay literatura hasta el momento que evalte los efectos de CTX en los
macrofagos ovaricos, todos estos antecedentes nos permiten hipotetizar que la
citotoxicidad producida por CTX también afectaria a este tipo celular, y esto a su vez

alteraria la funcionalidad del ovario.
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Efectos de CTX sobre otros tejidos

La quimioterapia podria potencialmente afectar la fertilidad, paralelamente a
la citotoxicidad ovdrica, a través del dafio a la estructura y funcionalidad del ttero y su
capacidad de sostener un embarazo hasta llegar a término. Existen algunos trabajos que
describen el dafio de CTX sobre el endometrio, como el de Plowchalk y col., quienes
reportaron una disminucién en el peso uterino de ratones expuestos a CTX [314]. Se
requieren mas estudios para determinar los efectos de CTX sobre este y otros tejidos

relevantes para la fertilidad.

PROTECCION DE LA FERTILIDAD FRENTE A CTX

En las dltimas décadas, gracias a los avances en el diagnéstico temprano y en
las tasas de sobrevida de las pacientes que padecen cancer, el campo de la
oncofertilidad ha cobrado gran importancia. Numerosas guias internacionales sobre
preservacion de la fertilidad recomiendan a los especialistas discutir con las pacientes
acerca del riesgo que representan los tratamientos antitumorales y sobre su interés en
concebir luego de recuperarse. Por todas estas razones, resulta imprescindible
presentarle a las pacientes todas las opciones disponibles.

En el caso de los tratamientos con CTX, que tienen un riesgo muy alto de
generar FOP, se han propuesto las siguientes estrategias para preservar la fertilidad
femenina:

Criopreservacién de gametas o embriones

Existen dos métodos posibles para criopreservar, el congelamiento lento y la
vitrificacion [315]. Aunque son técnicas de fertilidad asistida estdndar, presentan
ciertas dificultades, ya que se requiere de dos semanas como minimo para realizar los

protocolos de estimulacién hormonal. Esto puede no ser lo indicado para pacientes que
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necesiten comenzar inmediatamente la quimioterapia y para aquellas con tumores que

responden a hormonas. Tampoco puede llevarse a cabo en pacientes prepuberales.

Criopreservacién de tejido ovarico

Se ha comprobado que esta técnica, aunque experimental, es efectiva para
preservar la fertilidad en pacientes bajo tratamientos gonadotéxicos [316]. Al
reimplantarse el tejido, se logra una recuperacion de la funcién ovarica durante 3 a 6
meses en casi todos los casos [317]. Es una buena opcién comparada con la
criopreservacidon de gametas o embriones porque solo se precisan unos dias para su
aplicacion: la obtencién de tejido puede realizarse por laparoscopia, en cualquier
momento del ciclo menstrual y no requiere estimulacién hormonal. Esta especialmente

indicada en nifas y adolescentes que aiin no estan en edad reproductiva [318].

Anélogos de GnRH

La proteccién farmacoldgica del ovario frente a los efectos téxicos de CTX es
una opcion particularmente atractiva para preservar la fertilidad [9]. Los andlogos de
GnRH, incluyendo agonistas y antagonistas, son candidatos en estudio para proteger al
ovario a través de la supresion de sus funciones, ya que tienen la capacidad de inhibir
el eje hipotalamo-hipofisario. Estos analogos han sido utilizados durante décadas en
técnicas de fertilizacion asistida para producir una estimulacién ovarica controlada [10]
El resultado buscado es detener el reclutamiento folicular y que asi las células ovaricas
sean menos susceptibles al dafio por CTX al entrar en un estado de quiescencia mas
resistente a la citotoxicidad. Se han reportado propiedades ovoprotectoras de estos
analogos frente a la exposicion con agentes alquilantes en algunos modelos animales:
ratén [319], rata [290] y mono [320]. Sin embargo, otros reportes no han logrado ver
efectos protectores de los andlogos utilizados [321]. En humanos, los estudios

prospectivos randomizados también presentan informacién contradictoria. Una de las
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objeciones mas fuertes contra los andlogos de GnRH es que el reclutamiento inicial de
foliculos es independiente de gonadotrofinas, por lo que estos compuestos no podrian
inhibir ese proceso. Si bien su efectividad sigue siendo controversial, se utiliza en la

clinica debido a su bajo costo y poco riesgo.

POTENCIALES TRATAMIENTOS “FERTOPROTECTORES”

La estrategia ideal seria proteger directamente al ovario del dafio causado por
tratamientos como CTX. Los candidatos tienen que cumplir con una serie de requisitos
para cumplir su funcién como protectores ovaricos: no interferir con la accién
antitumoral de la quimioterapia; no ser téxico por si mismo, ni para el ovario ni parala
paciente en general y no alterar la calidad de los ovocitos que se buscan proteger.

A continuacién, se discuten diversos tratamientos posibles para la

preservacion ovarica.

AS101

AS101 es una molécula que se desarrolld como potencial tratamiento
inmunomodulador [322]. Se ha demostrado que protege del dafio hematopoyético y de
la alopecia inducida por CTX y otros agentes quimioterapéuticos [323]. El mecanismo
de accién de AS101 parece ser la estimulacién de citoquinas como la IL-1 y la inhibicién
de I1-10 [324]. Un trabajo reciente ha sugerido que AS101 puede actuar como protector
ovarico frente a CTX, previniendo la pérdida de foliculos e inhibiendo la activacion

folicular excesiva [179].

150



Capitulo II: FOP - Introduccién

AMH

Kano y col. han propuesto utilizar AMH como protector del ovario con el objetivo de
impedir el reclutamiento excesivo de foliculos primordiales, que se desencadena al
destruirse los foliculos en desarrollo por el tratamiento con CTX [325]. Los autores
demostraron que la administraciéon de AMH en un modelo de FOP en ratdn es efectiva

y protege la reserva ovdrica.

Inhibidores de mTOR

Otro trabajo ha mostrado que inhibir la via de senalizacion de mTOR
contribuye a prevenir el dafio por CTX en un modelo de ratén. Para ello, utilizaron un
inhibidor especifico de esa via, que estd fuertemente implicada en la activacién de

foliculos primordiales [326].

Compuestos antioxidantes

La capacidad de los antioxidantes de actuar como quimioprotectores esta
cobrando gran relevancia en los ultimos afios. Esto se debe a que agentes
quimioterapéuticos como la doxorrubicina y CTX ejercen sus efectos negativos en parte
através de un aumento en el estrés oxidativo [292]. Por ejemplo, en un estudio reciente,
se ha postulado que la melatonina tiene propiedades protectoras frente a la
citotoxicidad de CTX. Los autores demostraron en un modelo de FOP en rata que esta
hormona protege al ADN a través de su capacidad antioxidante, contrarrestando el dafio

causado por CTX [327].
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Esfingolipidos

Los esfingolipidos son moléculas bioactivas que han surgido como importantes
reguladores del destino celular, ya que controlan un amplio espectro de funciones
celulares. En particular, S1P es un esfingolipido que, como ya se ha mencionado
anteriormente, posee importantes propiedades angiogénicas, antiapoptéticas y
estimuladoras de la proliferacion celular. Meng y col. demostraron que S1P previene la
apoptosis y la pérdida de la reserva folicular en un modelo de xenotransplante de
material ovdrico humano transplantado a ratones [328]. En células de granulosa
humana cultivadas en presencia de CTX, S1P fue capaz de inhibir la apoptosis mediante
la activacion de la via de AKT [329]. Ademas, los efectos citoprotectores de S1P no solo
se limitan a proteger del dafio inducido por CTX, sino que también se observé que S1P
disminuye la muerte de foliculos primordiales por exposicién a otros agentes
quimioterapéuticos en un modelo murino, mientras que en primates fue capaz de

proteger la funcién ovarica del dafio por radioterapia [330].

EL ESFINGOLIiPIDO C1P: CANDIDATO PARA LA PRESERVACION DE LA

FERTILIDAD

Sobre la base de todos los antecedentes descriptos, se buscé una molécula que
tuviera propiedades anti-apoptéticas y fertoprotectoras para prevenir el dafio
gonadotoxico por CTX. El esfingolipido C1P, relacionado con S1P, cumple con muchos

de los requisitos necesarios para convertirse en una terapia efectiva y novedosa.

Estructura y metabolismo de los esfingolipidos

Los esfingolipidos son constituyentes esenciales de las células eucariotas.

Fueron descubiertos en 1876 por J. L. W. Thudichum y durante mucho tiempo se
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consideré que su funcién en la formaciéon de las membranas era Unicamente
estructural. Sin embargo, el estudio de su metabolismo y funcién ha revelado que
algunos miembros de la familia de los esfingolipidos, como la ceramida y la esfingosina,
y sus derivados, como la ceramida-1-fosfato y la esfingosina 1-fosfato (S1P), ademds de
realizar una funcién estructural en las membranas celulares tienen una funcién activa
en procesos de regulacién y vias de transducciéon de sefiales como la regulacién del
crecimiento celular, la diferenciacidn, la senescencia y la apoptosis [331]. Ademas, los
esfingolipidos pueden agruparse dindmicamente en las membranas celulares con
esteroles para formar microdominios lipidicos o rafts, los cuales funcionan como
centros de transduccidn de sefales y organizacion de proteinas [332].

Como todos los lipidos de membrana, los esfingolipidos son moléculas
anfipaticas. La region hidréfoba consiste en una larga cadena base esfingoide,
normalmente esfingosina, esfinganina o fitoesfingosina, a la que se une un acido graso
por una unién amida al carbono 2 (C2). La via metabdlica de los esfingolipidos presenta
una intrincada red de reacciones que conducen a la formacién de una gran diversidad
de esfingolipidos, siendo la ceramida la estructura central de la biosintesis y del
catabolismo y precursor de esfingolipidos complejos [113,331].

Los esfingolipidos pueden sintetizarse de novo en el reticulo endopldsmico liso
a partir de serina y palmitato, que condensan gracias a la serin palmitoil transferasa
para formar 3- cetodihidroesfingosina. Este compuesto, diversas reacciones en las que
intervienen varias enzimas, acaba generando ceramida [113]. La ceramida también
puede generarse por la hidrélisis de la esfingomielina a través de la accion de las
esfingomielinasas, que rompen la esfingomielina generando ceramida y fosfocolina
[333]. Se conocen cinco tipos de esfingomielinasas, que se clasifican en funcién de su
pH 6ptimo y su dependencia de cationes. Asi, hay una esfingomielinasa dcida lisosomal

y su forma secretada dependiente de Zn2+, una alcalina y dos formas neutras.
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La conversiéon de ceramida en ceramida 1-fosfato estd catalizada por la
ceramida quinasa (CerK), enzima clave para el control de los niveles de ceramida, la

cual ha de ser transportada al complejo de Golgi para su fosforilacién [334].

Caracteristicas y sefializacion

Si bien este esfingolipido estd relacionado estructuralmente y comparte
algunas funciones con S1P, es importante resaltar que CIP presenta la ventaja de
metabolizarse mds lentamente y, en consecuencia, tiene una vida media mayor en
fluidos biolégicos que S1P [335]. La concentraciéon de ambos compuestos en sangre
periférica es realtivamente alta, ~0.5-1 uM, y mucho menos en fluidos intersticiales.
[336].

En comparacion con S1P, que puede unirse a cinco receptores diferentes, los
receptores de C1P alin no han sido identificados. Sin embargo, dado que la senalizacion
de C1P se ve afectada por la toxina pertussis, se cree que su receptor es probablemente
del tipo de siete pasos transmembrana, acoplado a proteina G, similar a los receptores

de S1P [337].

El rol de C1P en la regulacion celular

Ademas de estar involucrado en los procesos de fagocitosis e inflamacion, C1P
es una molécula con efectos mitogénicos y anti-apoptoticos [338]. Por ejemplo, el
mecanismo por el cual CIP ejerce sus efectos mitogénicos en macréfagos es la
estimulacion de las vias de sefializaciéon de MEK, ERK1-2, PI3-K/Akt y JNK [339].
Ademas, C1P es un potente inhibidor de la apoptosis [340,341]. La regulacidon negativa
de la enzima que sintetiza C1P (CerK) disminuye el crecimiento y promueve la apoptosis

[342].
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Otro de los efectos anti-apoptédticos de C1P es que causa una potente inhibicion
de la esfingomielinasa 4cida, y de esta manera, la deplecidn de los niveles celulares de
ceramida (que es pro-apoptdtica), como se observé en un estudio en macréfagos [341].
Lo interesante de este trabajo es que C1P bloque¢ la actividad de la enzima incluso en
homogenatos celulares, lo que sugiere que la inhibicidn de la esnfingomielinasa ocurre
por interaccidn fisica con C1P [341]. Por lo tanto, C1P seria un inhibidor natural de la

esfingomielinasa dcida, mecanismo por el cual promueve la supervivencia celular.
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METODOLOGIA

MODELO DE FALLA OVARICA PREMATURA (FOP) INDUCIDA POR

QUIMIOTERAPIA EN RATON

Todos los procedimientos fueron revisados y aprobados por el comité de ética
del IByME (Protocolo N° CE-042-6/2015) y llevados a cabo en estricto acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio aprobados por el Instituto Nacional
de la Salud de Estados Unidos (NIH).

Se utilizaron ratones hibridos de la generaciéon F1 entre machos C57BL/6 x
hembras Balb/c. Las colonias fueron mantenidas en condiciones controladas y libres de
patégenos (21-23°C, con ciclos de 12 h de luz: 12 h de oscuridad). Los animales
recibieron agua y alimento balanceado ad libitum.

El disefio experimental de los grupos se encuentra detallado en la Tabla 2.2.
Ratones hembra de seis a ocho semanas de edad fueron pesados individualmente y se
les administré una dosis Unica de CTX (75 mg/kg, volumen final: 200-300 ul) de manera
intraperitoneal (i.p.), o bien un volumen equivalente de solucién fisiolégica en los
animales control. Esta dosis de CTX es gonadotdxica, pero no esterilizante, y es utilizada
por varios autores para desarrollar el modelo de FOP inducida por CTX [273,343,344].

Para la administracion local de C1P, los animales fueron anestesiados via i.p.
con una combinacién de ketamina-HCl (70 mg/kg; Holliday-Scott S.A, Buenos Aires) y
xilacina (5 mg/kg; Laboratorios Konig, Buenos Aires) y sus ovarios fueron
exteriorizados a través de una incision en la regién dorsal lumbar. Los animales del
grupo control y del grupo CTX sufrieron cirugias sham, es decir, recibieron una
inyeccion de agua destilada estéril bajo la bursa de ambos ovarios, mientras que los
grupos CTX + C1P recibieron 5 pul de C1P (0,5 mM o 1 mM, segun el grupo) bajo la bursa
de cada ovario. Luego de las inyecciones, los ovarios fueron devueltos a su posiciény la

herida fue suturada. Las cirugias fueron realizadas 1 h antes de la inyeccién de vehiculo
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o CTX (75 mg/kg peso). Para los ensayos preliminares, ambas dosis de C1P fueron
evaluadas. Tomando en consideracion esos resultados, se eligi6 la dosis de 1 mM para

los estudios subsiguientes.

CTX CTX +C1P
Inyeccion Vehiculo CTX CTX CTX
intraperitoneal (SF) (75 mg/kg) (75 mg/kg) (75 mg/kg)
Inyeccion Vehiculo Vehiculo cipP c1p
intrabursa (SF) (SF) (5 ul/ovario; (5 ul/ovario;
0,5 mM) 1 mMV)

Tabla 2.2: Protocolo de inyeccién para los grupos experimentales del modelo de FOP desarrollado en

raton.

En la mayoria de los casos, los animales fueron sacrificados dos semanas
después de la cirugia y el método de eutanasia utilizado fue la dislocacidn cervical, para
la posterior extraccion de érganos. Las excepciones a esto fueron: los ensayos de
fertilidad in vivo, para lo cual se mantuvieron vivas por mas tiempo y cuyo disefio se
detalla mas adelante, y los estudios de hormonas. Para estudiar los niveles hormonales,
se busco que todos los animales estuvieran en la misma etapa del ciclo estral. Para ello,
fueron cicladas diariamente mediante evaluacion de la citologia vaginal a partir del dia
10 post-cirugia. Los ratones fueron sacrificados en el primer proestro luego de
cumplirse los 14 dias de tratamiento (el cual nunca fue posterior al dia 17 post-cirugia).
El método de eutanasia utilizado en este caso fue anestesia seguida de puncién cardiaca
terminal para obtener un volumen de sangre adecuado, pero también se extrajeron sus

ovarios.
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PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Luego del sacrificio, se procedié a extraer los ovarios de cada animal, uno para
realizar cortes histologicos y el contralateral para obtener extracto proteico. También
fueron extraidos los cuernos uterinos, higado y rinén de cada animal para su posterior
analisis histopatoldgico.

Todos los érganos reservados para técnicas histoldgicas fueron fijados en
solucion de Bouin (Biopur S.A., Argentina) durante 18 h a 4° C, deshidratados e
impregnados con parafina para la realizacion de cortes histoldgicos con micrétomo. Se
utilizaron dos tipos de portaobjetos segun la técnica a realizar posteriormente: para los
cortes destinados a tinciéon con hematoxilina y eosina, se usaron portaobjetos
esmerilados (Biotraza) y para las técnicas histoquimicas se usaron portaobjetos
cargados positivamente (Patholab).

Por otra parte, los ovarios destinados para analisis de proteinas fueron

congelados a -80° C hasta su posterior procesamiento.

RECUENTO FOLICULAR

Para estudiar la morfologia ovarica, se realizaron cortes histolégicos seriados
de 5 um de espesor de todo el ovario. Uno de cada cinco cortes fue coloreado con
hematoxilina - eosina y fue utilizado para contar el numero de foliculos primordiales,
primarios, preantrales, antrales y atrésicos (Kalich-Philosophy col. [179], con
modificaciones).

Se definié como foliculos primordiales a aquellos que contenian un ovocito
intacto rodeado de células foliculares planas y como primarios a aquellos con un
ovocito de mayor tamafio rodeado de una Unica capa de células de granulosa de forma
cuboidal. Los ovocitos con dos o mas capas de granulosa, pero carentes de espacio entre

las células de granulosa, fueron identificados como foliculos preantrales. Se
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consideraron foliculos antrales a aquellos que contenian varias capas de células de
granulosa, un ovocito definido, una cavidad antral y un compartimento tecal. Los
foliculos fueron identificados como atrésicos cuando presentaban numerosas células
picnoéticas y un ovocito de aspecto degenerado.

Una vez finalizado el recuento en todos los cortes, se estim6 el nimero total de
foliculos de cada tipo multiplicando las sumas obtenidas por un factor de correcciéon
igual a 5, para representar al ovario entero [345]. Los datos estdan presentados como
numero de foliculos en cada estadio de desarrollo (n = 8/grupo).

Para corroborar que el recuento de foliculos primordiales era el correcto, se
realizé6 ademds una IHQ para marcar DDX4. Esta proteina, también conocida como
VASA, es una helicasa dependiente de ATP que pertenece a la familia de proteinas de
caja DEAD, caracterizadas por presentar el motivo conservado Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD)
[346]. DDX4 es considerado un marcador especifico de células germinales, ya que se
expresa en el linaje germinal y se localiza en células madre de células germinales y en

el citoplasma de ovocitos [347,348].

EVALUACION DE FERTILIDAD IN VIVO

Para estudiar el efecto de la ciclofosfamida sobre los parametros basicos de
fertilidad, asi como también para evaluar posibles efectos protectores por parte de C1P,
se realizaron dos rondas sucesivas de apareamientos. Como se describid
anteriormente, las hembras fueron divididas en tres grupos y se les administré CTX,
CTX + C1P o bien recibieron vehiculo (grupo control). En este caso, para asegurar el
transcurso de dos ciclos completos de activacion folicular luego de la administracion de
la quimioterapia, los cruzamientos comenzaron ocho semanas post-tratamiento. Las
hembras fueron colocadas en jaulas con machos de la cepa C57BL/6 de fertilidad

comprobada, en relacion 1:1, y todas las mafianas fueron examinadas para determinar
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si presentaban tapon vaginal. Una vez confirmado el apareamiento, las hembras fueron
removidas de la jaula y trasladadas a jaulas individuales hasta el parto.

Se registraron las hembras que tuvieron prefieces exitosas, la duracion de la
gestacidn y las caracteristicas de las crias (tamafio de la camada y peso de las crias en el
dia 2 post-natal). Seguidamente, las crias fueron retiradas de las jaulas y sacrificadas y
las hembras se dejaron en recuperacion hasta el siguiente cruzamiento. Para la segunda
ronda, se repitieron todos los procedimientos ya detallados, con la Unica diferencia de

que los machos fueron rotados aleatoriamente.

ENSAYOS DE FERTILIZACION IN VITROY DESARROLLO EMBRIONARIO

La fertilizacion in vitro (FIV) se realiz6 de acuerdo a lo descripto previamente
por Gomez-Elias y col. [349]. Tres animales de cada grupo fueron superovulados
mediante una inyeccién (i.p.) de eCG (5 UI; Syntex, Argentina) una hora antes del
apagado de luces, seguida de una inyeccién (i.p.) de Hcg (5UI) 48 horas después. Entre
13y 14 horas post- administracion de hCG, se sacrificaron los animales y se recolectaron
los complejos cumulus-ovocito de los oviductos. Los ovocitos con el cumulus intacto
fueron inseminados con espermatozoides capacitados (concentracion final: 5 - 6 x 10°
espermatozoides/ml) y las gametas fueron co-incubadas durante 3 horas a 37°C, en una
estufa con una concentracion atmosférica de de 5% (v/v) de CO? en aire.

Los ovocitos fueron evaluados bajo lupa estereoscdpica y se los clasificd segin
su morfologia como normales o anormales (ovocitos muertos y fragmentados). Luego,
los ovocitos normales fueron transferidos a medio fresco y 15 h después, se registro el
numero de embriones de dos células. Estos embriones fueron a continuacién
transferidos a gotas de 50 ml de medio KSOM y continuaron su desarrollo durante 4 dias

a 37°C y una concentracion de 5% (v/v) de CO% Una vez cumplido ese periodo de tiempo,
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se determing la etapa de desarrollo alcanzada por cada embrién en un microscopio

invertido (Nikon Eclipse TS100, Nikon).

TrEcCNICA DE TUNEL

Para cuantificar las células en apoptosis, se procesaron cortes histolégicos de
ovarios previamente fijados en solucién de Bouin para localizacién in situ de nucleos
con fragmentacidn apoptética del ADN mediante la técnica de TUNEL [350]. Para ello,
se utiliz6 un kit para deteccién de apoptosis (Apoptag plus peroxidase in situ Apoptosis
detection kit; Chemicon Internacional, Inc.), como ha sido descripto previamente
[190,351].

Las secciones de tejido fueron desparafinadas e hidratadas mediante lavados
en alcoholes con graduaciéon decreciente (100% - 70%) y tratadas con proteinasa K
(Gibco) durante 15 min a temperatura ambiente. La peroxidasa endégena fue
bloqueada por tratamiento con peréxido de hidrégeno al 3% en PBS. La reaccién de
marcacién fue llevada a cabo incubando los cortes con un buffer que contiene
digoxigenina-dUTP seguida por incubacién con la enzima TdT por 1 hora atemperatura
ambiente. A continuacién, el tejido fue incubado por 30 min con un anticuerpo
monoclonal para digoxigenina conjugado a peroxidasa y, por ultimo, se llevo a cabo la
reaccion con diaminobencidina (DAB), que permitié visualizar las células apoptéticas.
Los controles negativos fueron realizados en ausencia de TdT. La tincién de contraste
elegida fue el verde de metilo.

El nimero de células apoptéticas fue determinado contando las células
marcadas en todos los tipos de foliculos en campos de 400x (4 secciones/ovario; 5
ovarios/grupo). Aquellos foliculos con un porcentaje de células marcadas mayor a 5%
fueron considerados atrésicos. El indice de apoptosis se calculé como la proporcién de

foliculos atrésicos sobre el total de cada estadio folicular.
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RESULTADOS

Efecto de C1P sobre la foliculogénesis ovarica y la morfologia uterina en el modelo

de FOP inducida por ciclofosfamida (CTX).

Como se mencioné anteriormente, CTX produce un dafio severo en la
dindmica folicular. Sobre la base de estos antecedentes, se realizé una evaluacion
histolégica de los ovarios. Se observé que los ovarios tratados con CTX, en comparacion
con los ovarios controles, se encuentran dafiados, ya que presentan fibrosis cortical y
células estromales alteradas. Por otra parte, los dos grupos de animales que recibieron
las dos dosis de C1P (0,5 mM y 1 mM) junto con CTX exhiben ovarios similares a los
ovarios sanos del grupo control (Fig. 2.3A)

A continuacion, se llevé a cabo la clasificacion y cuantificacién de los distintos
estadios foliculares. En los animales tratados con CTX se encontrd que el nimero de
foliculos primordiales (p<0,01), primarios (p<0,05) y preantrales (p<0,05) disminuyd
respecto al control, mientras que aumenté el ndmero de foliculos atrésicos (p<0,001),
lo cual confirma el efecto gonadotdxico de esta droga quimioterapéutica (Fig 2.3B). En
los grupos a los cuales se les co-administré C1P, en ambas dosis, junto con CTX, los
ovarios mantuvieron valores que no difirieron del grupo control en todos los estadios
foliculares estudiados. Esto implica que, en comparacién con el grupo que recibié solo
CTX, tanto la dosis de C1P de 0,5 mM como la de 1 mM provocaron un aumento de
foliculos en estadios tempranos (primordiales y primarios: p<0,05y p<0,01; preantrales:
p<0,01 y p<0,001, respectivamente) y una disminucién en el nimero de foliculos
atrésicos (p<0,05y p<0,01, respectivamente).

Ademds, la suma total de los distintos estadios foliculares fue
significativamente menor en ratones tratados con CTX respecto del grupo control
(p<0,05). Mientras que el nimero total de foliculos en el grupo CTX + C1P 0,5 mM fue

comparable al grupo control, pero no significativamente distinto al grupo tratado con

162



Capitulo II: FOP - Resultados

CTX, la dosis mas alta de C1P (1 mM) fue capaz de prevenir la disminucién en el nimero

total de estructuras foliculares que se observé en el grupo CTX (p<0,01).

H&E DDX4

Control

CTX +

Figura 2.3: Efecto de CIP sobre la morfologia ovarica en el modelo de FOP inducida por
ciclofosfamida. Imagenes representativas de cortes histoldgicos de ovario de todos los grupos
experimentales (control, CTX, CTX + CIP 0,5 mM y CTX + CIP 1 mM). Panel izquierdo: Microfotografias de
cortes de ovario coloreados con H&E. Las barras representan 200 um. Panel derecho: Marcacién de las
células germinales por IHQ con un anticuerpo anti-DDX4, que permite la identificacién de foliculos

primordiales. Los asteriscos indican la presencia de foliculos primordiales. Las barras representan 50 pm.
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Foliculos primordiales Foliculos primarios Foliculos preantrales

Foliculos primordiales por ovario
Foliculos primarios por ovario
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Foliculos antrales por ovario
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Figura 2.4: Efecto de CIP sobre la foliculogénesis ovarica en el modelo de FOP inducida por
ciclofosfamida. Efecto de la administracién de CTX y la co-administracién de CTX y CIP sobre el nimero
de foliculos primordiales, primarios, preantrales, antrales, atrésicos y sobre la suma total de foliculos luego
de dos semanas de tratamiento. Los datos estan expresados como la media + ESM; n = 6-8 animales/grupo.
Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido

por el test de comparacién mdltiple de Tukey.

A partir de cortes histolégicos de tteros de los grupos control, CTX y CTX + C1P
en ambas dosis (0,5 y 1 mM), se realiz6 una evaluacién de la arquitectura endometrial
de manera comparativa (Fig. 2.5). En condiciones control, y de acuerdo a lo esperado,
los cuernos uterinos y el fundus estdn compuestos por una mucosa recubierta por
epitelio (endometrio) y de una la capa muscular (miometrio). El endometrio se
encontraba dispuesto en elevados pliegues transversales, rico en vasos e innervaciones.
El epitelio endometrial estd formado por una monocapa de células columnares, que se
extienden hasta formar glandulas tubulares, generalmente ramificadas, que se insertan
dentro del compartimento estromal, el cual contiene tejido conectivo reticular laxo, con
numerosas células y matriz extracelular. Los animales tratados con CTX presentaron

alteraciones endometriales en comparacion con los controles, que afectaron tanto al

164



Capitulo II: FOP - Resultados

epitelio como al estroma. En particular, hubo una severa disminucion en la cantidad
de ramificaciones glandulares, asi como en el tejido estromal, que perdié su
caracteristica laxitud. Por otra parte, en los animales a los que se les co-administré C1P
en cualquiera de las dosis estudiadas, se pudo observar que el estroma mantiene su
calidad y su tejido conectivo laxo, y se conservan las ramificaciones glandulares del
epitelio endometrial. Ademas, se observé un aumento en las estructuras vasculares,
predominantemente en el endometrio y en estrato vascular.

Debido ala completa recuperacién de todos los estadios foliculares con la dosis
de C1P 1 mM, sumado a los resultados observados por analisis histolégico del efecto de
C1P sobre los cuernos uterinos, esta fue la dosis fue seleccionada para realizar todos los
experimentos subsiguientes.

Con el objetivo de descartar un posible efecto de C1P a nivel sistémico, se
realiz6 un andlisis morfolégico en cortes histoldgicos tefiidos con H&E de 6rganos mas
distantes, como higado y rifidén, provenientes de los distintos grupos experimentales.
No se observé ningiin cambio a nivel morfolégico en los tejidos analizados (datos no

mostrados).

Control CTX CTX+C1P 0,5 mM CTX +C1P 1 mM

Figura 2.5: Efecto de CIP sobre la morfologia uterina en el modelo de FOP inducida por
quimioterapia. Microfotografias representativas de cortes histologicos con H&E en los que puede
observarse los tejidos uterinos de animales de los grupos control, CTX y CTX + CIP en ambas dosis. Los
cuernos uterinos de ratones tratados con CTX presentan alteraciones tanto en el compartimiento epitelial
como estromal del endometrio, comparados con ratones control, mientras que la co-administraciéon de C1P
ayuda a preservar la calidad endometrial. Paneles superiores: magnificacién original 10x, las barras

representan 200 pm. Paneles inferiores: magnificacién original 60x, las barras representan 50 pm.
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Efecto de C1P sobre la expresion ovarica de AMH en el modelo de FOP inducida por

ciclofosfamida

Para corroborar los resultados obtenidos en los estudios de morfologia ovarica,
se evalud la expresion de AMH por IHQ. Esta hormona es sintetizada solamente en
células de granulosa de foliculos primarios a foliculos antrales tempranos, mientras
que en las etapas finales del desarrollo folicular (dependientes de FSH), las células de
la granulosa dejan de expresar AMH. También lo pierden los foliculos que se tornan
atrésicos. Los resultados obtenidos en los diferentes grupos experimentales mostraron
que CTX afecta severamente la expresién de AMH, mientras que la administracion de
C1P protege al ovario de este efecto, al menos parcialmente (Fig. 2.6A).

Estos resultados fueron corroborados por la técnica de Western blot,
utilizando homogenatos de ovario completo (Fig. 2.6B). La expresion proteica de AMH
fue menor en el grupo tratado con CTX respecto del grupo control (p<0,05), mientras

que el tratamiento con C1P mantuvo la expresion AMH en niveles similares al control.
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Figura 2.6: Efecto del esfingolipido C1P sobre la expresiéon de AMH en el modelo de FOP inducida por
ciclofosfamida. A: Microfotografias representativas de ovarios de ratén de todos los grupos experimentales
(control, CTX y CTX + CIP en ambas dosis), que fueron marcados mediante IHQ para la hormona AMH. La
coloracion marrén localizada en el citoplasma celular fue considerada inmunomarcacion positiva. Las barras
representan 100 pm. B. Expresién proteica de AMH en ovarios analizada por Western Blot, incluyendo la
cuantificacion de AMH relativizada a f-actina (izquierda) y bandas representativas de cada proteina
(derecha). Los datos fueron expresados como la media + ESM; n = 6 animales/grupo. Las distintas letras
indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de

comparaciéon multiple de Tukey (a vs b: p<0.05).
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Efecto de C1P sobre los niveles hormonales en el modelo de FOP inducida por

ciclofosfamida

En base a los resultados obtenidos con relacién al efecto quimioprotector de
C1P sobre la dindmica folicular, se evalu6 el efecto de este esfingolipido sobre la
concentracién de hormonas sexuales en el modelo de FOP. Para ello, se midieron los
niveles de FSH séricay de E2 en tejido ovarico por la técnica de RIA en todos los grupos
experimentales (Fig. 2.7). El tratamiento con CTX increment6 en forma significativa la
concentracién sérica de FSH, mientras que este aumento fue prevenido por la co-
administracidon de C1P (p<0,01, CTX vs. control y CTX vs. CTX + C1P).

Por otra parte, los niveles de E2 ovaricos disminuyeron significativamente en
los animales tratados con CTX (p<0,01). Sin embargo, cuando se administré también
C1P, estos niveles se mantuvieron semejantes al control. Cabe mencionar que los

niveles de E2 en suero fueron indetectables.
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Figura 2.7: Efecto del esfingolipido C1P sobre los niveles hormonales en el modelo de FOP inducida
por ciclofosfamida. A: Concentraciones séricas de FSH en ratones control, tratados con CTX y co-tratados
con CTX y CIP. Los datos estan expresados como ng de FSH por ml de suero. B: Concentracion de E2 en
tejido ovérico de ratones control, tratados con CTX y co-tratados con CTX y CIP. Los valores fueron
relativizados al contenido de proteina en el ovario y estan expresados como ng de E2 por mg de proteina.
Los datos estan expresados como la media + ESM; n = 6 animales/grupo. Las distintas letras indican las
diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién
multiple de Tukey.
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Efecto de C1P sobre la apoptosis en el modelo de FOP inducida por ciclofosfamida

Dado que CTX causa un aumento en el nimero de foliculos atrésicos, el cual es
revertido por C1P, se evalu6 el efecto de este esfingolipido sobre el grado de apoptosis
existente en los distintos grupos experimentales.

Para ello, se llevaron a cabo las técnicas de ITHQ, utilizando un anticuerpo que
detecta caspasa-3 clivada, y de TUNEL, con el objetivo de identificar células apoptéticas.
En el grupo tratado con CTX, una gran cantidad de foliculos en desarrollo (es decir, en
estadios de preantral a antral maduro) present6 una extensiva marcacién de células de
granulosa en apoptosis, pero la severidad fue menor en ovarios cotratados con CTX y
C1P, como muestra la Fig. 2.8A.

A partir de los cortes procesados por la técnica de TUNEL, todos los foliculos
fueron clasificados de acuerdo a su estadio y se cuantificaron las células marcadas
positivamente en cada uno de ellos (Fig. 2.8B). Los resultados mostraron un aumento
en el indice de apoptosis (foliculos positivos para TUNEL/foliculos totales) en foliculos
preantrales y antrales tempranos tratados con CTX, en comparaciéon con el grupo
control (p<0.001 y p<0,01, respectivamente). En cambio, la administracion de C1P
disminuy6 el indice de apoptosis a niveles similares al grupo control en los estadios
foliculares mencionados anteriormente. Ademas, se cuantificé el nimero de células
promedio por foliculo marcadas como apoptdticas para cada estadio folicular. No se
encontraron diferencias significativas en este parametro.

Cabe resaltar que no se observd ninguna marca positiva en células
pertenecientes a foliculos primordiales ni primarios, tanto por IHQ como por TUNEL.
Por lo tanto, en este trabajo no se han encontrado evidencias de que la deplecién de la

reserva folicular en respuesta a CTX esté dada por apoptosis.
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Figura 2.8: Efecto de C1P sobre la muerte celular de células ovaricas en el modelo de FOP inducida
por ciclofosfamida. A: Microfotografias representativas de ovarios de ratéon de todos los grupos
experimentales (control, CTX y CTX + C1P 1 mM), que fueron marcados mediante IHQ para detectar la
proteina caspasa-3 en su forma clivada (panel superior) y mediante la técnica de TUNEL para detectar
fragmentacion apoptética del ADN (panel inferior). En ambos casos, la coloracién marrén fue considerada
marcacién positiva. Las barras representan 100 um. Los recuadros son magnificaciones digitales. B.
Cuantificacion del indice de apoptosis, a partir de las imégenes obtenidas por TUNEL. El indice de apoptosis
fue calculado para cada estadio folicular como la proporcién de foliculos apoptdticos/foliculos totales (n =
5/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una
via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey. Los nimeros entre paréntesis representan el
nimero promedio de células positivas para TUNEL en cada etapa folicular, segtn el tratamiento recibido.
No se observaron células marcadas en foliculos primordiales y primarios en ninguno de los grupos

experimentales en estudio.
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Luego, para estudiar en mayor profundidad el efecto de C1P sobre la apoptosis
causada por CTX, se evalu6 la expresion de las proteinas anti- o pro-apoptoticas
mediante Western blot. En primer lugar, se analizé la expresion de la proteina pro-
apoptética BAX y de la proteina anti-apoptética BCLX-L, como muestra la Fig 2.9. El
tratamiento con CTX produjo un aumento en la expresién de BAX (p<0,01) y una
disminucién en la expresion de BCLX-L (p<0,01), en comparacién con ovarios control.
La relaciéon BCLX-L:BAX fue significativamente menor en animales tratados con CTX
(p<0,05). Al administrar C1P conjuntamente con CTX, tanto los niveles de expresion de
BAX, BCLX-L como la relacion entre ambos fueron restaurados a niveles similares al
grupo control (y significativamente diferentes al grupo CTX).

El esfingolipido C1P ejerce su efecto anti-apoptdtico a través de la inhibicién
de la enzima esfingomielinasa 4cida [341], que es la enzima responsable de aumentar
los niveles de ceramida, un esfingolipido pro-apoptdtico. En base a estos antecedentes,
se evalu6 el efecto de C1P sobre la expresion de esta enzima en el modelo de FOP en
estudio. Los niveles de expresion de la esfingomielinasa fueron mayores en los ovarios
tratados con CTX comparados con ovarios controles (p<0,05), mientras que en los
ovarios del grupo CTX + C1P este aumento fue parcialmente revertido, es decir,

similares al grupo control (Fig. 2.9D).

Pagina siguiente - Figura 2.9: Efecto de C1P sobre la expresion ovarica de proteinas pro- y anti-
apoptoéticas en el modelo de FOP inducida por ciclofosfamida. El contenido proteico de BAX, BCLX-1,
esfingomielinasa acida y [-actina fue analizado por Western blot en los distintos grupos experimentales
(control, CTX y CTX + CiP). Los graficos de barra muestran la cuantificacion densitométrica de cada
proteina o la relaciéon entre las mismas (paneles superiores), junto con imagenes de inmunoblots
representativos (paneles inferiores). A: Analisis de la expresion de BAX. B: Andlisis de la expresion de BCLX-
L. C: Andlisis de la relacion entre contenido de BCLX-L y BAX. D: Analisis de la expresién de esfingomielinasa
acida. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y relativizados al contenido de
[-actina. En todos los casos, los datos corresponden a la media + ESM de 3 experimentos independientes, n
= 6 animales/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando

ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey.
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Efecto de C1P sobre la vasculatura ovarica en el modelo de FOP inducida por

ciclofosfamida

Considerando que CTX ocasiona dafo severo sobre la vasculatura ovarica, se
evalu6 el efecto de C1P sobre las células endoteliales y peri-endoteliales provenientes
del modelo de FOP. Para esto, se realizé una IHQ empleando un anticuerpo contra vVWF
y una marcacién con lectina biotinilada, ambas para detectar células endoteliales, asi
como también una IHQ utilizando un anticuerpo contra a-SMA para detectar células
peri-endoteliales (pericitos, células de musculo liso vascular y otras células murales),

como muestra la Fig. 2.10.
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Los cortes histoldgicos del grupo control presentaron un estroma ovarico
homogéneo con numerosas estructuras vasculares distribuidas entre los foliculos.
Como muestran las marcas positivas para lectinay vWF, el endotelio esta dispuesto en
una capa continua.

El tratamiento con CTX caus6 injuria vascular, evidenciada por sectores de
endotelio discontinuado. Ademads, se observ en este grupo una mayor hialinizacién y
engrosamiento de las paredes vasculares, a expensas del lumen, especialmente en
grandes vasos estromales. En respuesta a esta injuria, los ovarios tratados con CTX
mostraron ademas un aumento en la neovascularizacién (formacién de nuevos
pequefios vasos), predominantemente localizados alrededor de los foliculos.

En cuanto al grupo CTX + C1P, el engrosamiento de las paredes vasculares fue
menos pronunciado y la neovascularizaciéon fue practicamente nula. Ademas, C1P
restaur6 la presencia de estructuras vasculares sanas en el estroma y se recuperd la
continuidad del endotelio, lo que sugiere que C1P protege del dafio endotelial generado
por CTX, al menos de forma parcial (Fig. 2.10A-B).

Como ya se menciond anteriormente, la marcacién contra a-SMA permite
visualizar células peri-endoteliales (Fig. 2.10C). En condiciones control, se observaron
con frecuencia células positivas en vasos asociados a foliculos y en vasos estromales.
En los ovarios tratados con CTX, se detectaron células marcadas de forma interrumpida
alrededor de los vasos sanguineos, lo que sugiere un recubrimiento pobre y, en
consecuencia, una menor estabilidad vascular. En concordancia con los resultados de
marcacion de células endoteliales, la administracién de C1P impidi6 los efectos dafiinos
causado por CTX, al menos parcialmente, lo cual condujo a una mayor proporcion de

células positivas para a-SMA y, por ende, a una mayor estabilidad vascular.
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Figura 2.10: Efecto de CIP sobre la vasculatura ovarica en el modelo de FOP inducida por
ciclofosfamida. Microfotografias representativas de la marcacién de células endoteliales con VWF (A),
lectina-BS (B) y de células peri-endoteliales con a-SMA (C) en ovarios de los distintos grupos experimentales
(control, CTX y CTX + CIP 1 mM). Noétese en los animales tratados con CTX: el aumento en las disrupciones
en la vasculatura estromal (cabezas de flecha), la escasa e intermitente presencia de células marcadas en la
vasculatura del compartimento tecal (flechas negras) y los incipientes vasos sanguineos propios de la
neovascularizacion (asteriscos). Estas caracteristicas contrastan con las gruesas bandas, sin interrupciones,
de células positivamente marcadas (flechas verdes) que conforman los vasos sanguineos en el grupo control
y el grupo tratado con CTX y CIP. Las barras representan 50 pm.
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Efecto de C1P sobre la fertilidad en el modelo de FOP inducida por ciclofosfamida

Con el objetivo de evaluar el efecto protector de C1P sobre la capacidad
reproductiva, se llevaron a cabo ensayos in vivo de cruzamiento. En la Tabla 2.3 se
encuentran descriptos todos los pardmetros de fertilidad estudiados. Utilizando la
presencia de tapon vaginal como sefial, se corrobord el apareamiento en todos los
cruzamientos de ambas rondas, entre 1y 3 dias luego de introducir las hembras en las
jaulas de los machos.

Si bien no se hallaron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros
evaluados durante la primera ronda de cruzamientos, solamente dos de los cinco
ratones tratados con CTX tuvieron cria en la segunda ronda, mientras que todas las
hembras del grupo control y del grupo CTX + C1P resultaron fértiles (Tabla 2.3,
p=0.0133). Sumado a eso, los animales tratados con CTX que si lograron una prefez
exitosa, tuvieron un tamafio de camada significativamente menor que el grupo control.
(Table 1, p<0.05). Los animales co-tratados con CTX y C1P tuvieron un mayor nimero
de crias, comparado con el grupo que solo recibié CTX. Sin embargo, la diferencia no

resulto significativa en comparacion con el grupo control ni con el grupo CTX.

Ronda 1 (8 semanas post-tratamiento) Ronda 2 (12 semanas post-tratamiento)
Control CTX CTX+C1P1 Control CTX CTX+C1P1
mM mM

indice de
. 5/5(100%) 5/5(100%) 6/6 (100%) 5/5 (100%) 5/5 (100%) 6/6 (100%)
apareamiento

indice de fertilidad
(Hembras con crias
nacidas/ total) *

5/5(100%)  4/5(80%)  5/6(83,3%) | 5/5(100%)2 2/5(40%)b  6/6 (100%) 2

Tamafio de la camada
(ntimero promedio de 9,8+0,6 9,6%1,3 8,2+1,1 11,7+1,2 2 3,5+1,5b 8,4+1,5 ab

crias) #
Peso promedio de las

fas (g) * 1,52+0,09 1,51+0,03 1,64+0,11 1,44+0,07 1,52+0,06 1,62+0,12
crias (g
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Pagina anterior - Tabla 2.3: Efecto de CIP sobre la fertilidad natural en el modelo de FOP inducida
por ciclofosfamida. Descripciéon de los parametros de fertilidad estudiados, en todos los grupos
experimentales (control, CTX y CTX + CIP) y tiempos (8 y 12 semanas post-tratamiento). Las distintas letras
indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p < 0,05). T Analisis estadistico correspondiente
al test de Chi-Cuadrado. * Andlisis estadistico correspondiente a ANOVA de una via, seguido por el test de

comparaciéon multiple de Tukey.

Efecto de C1P sobre la calidad ovocitaria y la fertilizacion in vitro en el modelo de

FOP inducida por ciclofosfamida

Para dilucidar si el efecto de los tratamientos sobre la fertilidad natural
respondia a alteraciones en los ovocitos, se realizaron experimentos de fertilizacion in
vitro a partir de ovocitos recuperados de hembras adultas superovuladas de cada grupo
experimental.

El numero total de ovocitos recuperados fue similar entre los grupos
experimentales (datos no mostrados). Sin embargo, el tratamiento con CTX caus6 un
incremento en la proporcién de ovocitos anormales comparados con el control
(p<0,05). La administracién de C1P protegié a los ovocitos de este efecto (Fig. 2.11).

Los ovocitos normales fueron incubados para evaluar su capacidad de ser
fertilizados. Ninguno de los tratamientos modificé los porcentajes de ovocitos que
siguieron su desarrollo hasta alcanzar el estadio de embrién de dos células.

Ademds, para evaluar si CTX detiene el desarrollo embrionario pre-
implantatorio, se monitoreé la progresiéon de los embriones de dos células a
blastocistos. No se hallaron diferencias en el porcentaje de blastocistos obtenidos entre

los distintos grupos experimentales.
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Figura 2.11 - Efecto de C1P sobre la calidad ovocitaria y la fertilizacién in vitro en el modelo de FOP
inducida por ciclofosfamida. A: Cuantificacion de la proporcién de ovocitos anormales calculada como el
porcentaje de ovocitos anormales respecto del nimero de ovocitos totales recuperados de cada animal. B:
Microfotografias representativas de ovocitos pertenecientes a los grupos experimentales (control, CTX y
CTX + C1P). La barra representa 100 pm. C: Cuantificacién de la proporcién de ovocitos fertilizados,
calculada como el porcentaje de ovocitos que, luego de ser incubados con espermatozoides, formaron un
embrion de dos células respecto del niimero total de ovocitos viables de cada animal. D: Cuantificacion de la
proporcién de blastocistos en dia 4, calculada como el porcentaje de embriones que se desarrollaron hasta
formar un blastocisto respecto del niimero de embriones de dos células obtenidos de cada animal. Las
distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p < 0,05), utilizando ANOVA de

una via, seguido por el test de comparacién multiple de Tukey.
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Efecto de C1P sobre la funcionalidad de macrofagos en presencia de ciclofosfamida

Los macro6fagos son las células inmunes mas frecuentes en el ovario y su
correcta funcionalidad es necesaria para los procesos de foliculogénesis, ovulacién y
luteinizacién. Su deplecién puede conducir a serias complicaciones de la funcién
ovarica, como ya han descripto otros autores. Dado el rol anti-apoptético y protector del
esfingolipido C1P, decidimos probarlo también como potencial protector para los
macréfagos ovaricos.

Para ello, utilizamos una estrategia in vitro, utilizando la linea de macrofagos
J774A.1, que es una linea derivada de macrofagos de ascitis de ratdn, que son los que se
asemejan en mayor medida a los macrdéfagos peritoneales que se hallan poblando el
ovario. Debido a que la ciclofosfamida requiere de una reaccién de hidroxilaciéon que
ocurre en el higado para convertirse en un componente activo, se utilizé el metabolito
perfosfamida para todos los ensayos in vitro realizados en esta seccidn.

En primer lugar, se buscé determinar el valor de IC50 de perfosfamida para
poder realizar los ensayos subsiguientes. Para ello, se realiz6 una curva dosis-respuesta
con concentraciones entre 2 'y 20 uM (Fig. 2.12A). Se observaron importantes efectos
citotéxicos a partir de la dosis de 5 uM de perfosfamida y se calculé una concentracién
media inhibitoria (IC50) aproximada de 7,4 uM, por lo que la concentraciéon de
perfosfamida utilizada para todos los ensayos subsiguientes fue de 7,5 uM. Ademas, se
estudié el efecto de C1P per se (es decir, en ausencia de perfosfamida) sobre la
viabilidad celular de los macréfagos mediante una curva de concentraciones. No se
encontraron diferencias significativas en el rango de C1P estudiado (1 a 20 uM) (Fig.

2.12B).
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Figura 2.12: Puesta a punto de las condiciones experimentales: efecto por separado de la
perfosfamida y del esfingolipido C1P sobre la viabilidad celular de la linea de macréfagos J774A.1.

A: Curva dosis-respuesta en funcién de la concentracién de perfosfamida (2 a 20 pM). Tiempo de
tratamiento: 24 h. El IC50 calculado fue 7,4 puM. B: Efecto sobre la viabilidad de concentraciones crecientes
de CIP (1 a 20 pM). Tiempo de tratamiento: 24 h. No se observaron diferencias significativas entre

tratamientos.

Una vez establecidas las concentraciones a utilizar, se realizaron los ensayos
de viabilidad correspondientes (Fig. 2.13). Los resultados mostraron que la presencia
de C1P revirtié parcial o totalmente la disminucién en la viabilidad ocasionada por la
perfosfamida, de una manera dosis-dependiente. Se eligi6 la concentracién de C1P 8
uM como dosis a ser co-administrada junto con la perfosfamida para los ensayos
subsiguientes.

Estos resultados se corroboraron mediante la técnica de exclusion por azul de
tripan, en las condiciones de mayor interés (Fig. 2.14A). Cabe mencionar que las células
mostraron diferencias en cuanto a su morfologia segtin los diferentes estimulos que se

les aplicaron, como puede evidenciarse en la Fig. 2.14B.
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Figura 2.13: Efecto del esfingolipido C1P sobre la viabilidad celular de la linea de macréfagos J774A.1
medida por MTS en presencia de perfosfamida. Las barras representan la media + ESM, en forma de
porcentaje respecto del control a 24 h. Tests estadisticos utilizados: ANOVA y test de Tukey. Las distintas

letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p<0,01).
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Figura 2.14: Efecto del esfingolipido CIP sobre la viabilidad celular y la morfologia celular de la linea
de macréfagos J774A.1 en presencia de perfosfamida. A: Efecto de CIP sobre la viabilidad celular en
presencia de perfosfamida, medida por el ensayo de exclusion con azul de tripan. Las barras representan la
media + ESM en forma de porcentaje. Tests estadisticos utilizados: ANOVA y post-test de Tukey. Las
distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p<0,0001; a vs c: p<0,05; b vs c:
p<0,05; n=3/grupo). B: Efecto de CIP sobre la morfologia celular en presencia de perfosfamida.
Microfotografias tomadas de los macréfagos J774A.1 en las distintas condiciones experimentales. Aumento
100x.
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A continuacidn, se estudié mas en profundidad la citotoxidad provocada por la
perfosfamida. Para esto, se tifieron los macréfagos con ioduro de propidio y anexina V
y se les realizd un anadlisis por citometria de flujo, tal como muestra la Fig. 2.15. La
perfosfamida ocasion6 un aumento de la muerte celular, tanto por apoptosis como por
necrosis. El tratamiento con C1P fue capaz de prevenir en forma parcial la apoptosis
tardia en presencia de perfosfamida. Sin embargo, el C1P no inhibié los eventos
necroticos.

Por ultimo, se evalud la produccién de citoquinas de relevancia por parte de
los macréfagos en las distintas condiciones experimentales mediante ELISA. Los
resultados mostraron una disminucidn significativa en la concentracién de MCP-1 en
presencia de perfosfamida respecto del control. Esta disminucién se vio parcialmente
revertida con la co-administraciéon de C1P junto con la perfosfamida (Fig. 2.16). Por otra
parte, se evalud la concentraciéon de interleuquina-6, pero no se detectaron niveles
suficientes en ninguna de las condiciones experimentales en los tiempos estudiados

(datos no mostrados).

Pagina siguiente - Figura 2.15: Efecto del esfingolipido C1P sobre la muerte celular en la linea de
macrofagos J774A.1 en presencia de perfosfamida. Panel superior: Evaluacién de muerte celular por
citometria de flujo luego de una doble tincién con anexina-V + ioduro de propidio en las distintas condiciones
experimentales (A: control; B: C1P; C: perfosfamida y D: perfosfamida + C1P). Los cuadrantes indican las
distintas poblaciones de células de la siguiente manera: I) Apoptosis temprana; II) Apoptosis tardia; III)
Necrosis y IV) Dobles negativas. Panel inferior: Cuantificacién de las poblaciones obtenidas (E). Los valores
se expresan como porcentaje y corresponden a la media + ESM de 3 experimentos independientes. Tests
estadisticos utilizados: ANOVA y post-test de Tukey. Las distintas letras indican las diferencias significativas

entre las condiciones de una misma poblacién celular.
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Figura 2.16: Efecto del tratamiento con CIP sobre la produccién de la citoquina MCP-1 en la linea de
macrofagos J774A.1, en presencia de perfosfamida. Los valores estan expresados en pg/mly representan
la media + ESM de 3 experimentos independientes. Tests estadisticos utilizados: ANOVA y post-test de

Tukey. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre condiciones. a vs b: p<0,01; b vs ¢

p<0.05; a vs c: p<0.01.

183



Capitulo II: FOP - Discusién

DISCUSION

La FOP inducida por quimioterapia o radioterapia es un cuadro que reviste
importancia epidemiolégica por su alta incidencia asociada a las mejoras en la
supervivencia de pacientes que superan el cdncer, en las que los tratamientos
convencionales causan pérdida de la reserva ovarica y, por ende, infertilidad
[269,352,353].

En este trabajo, utilizamos el agente alquilante CTX, un quimioterapéutico
cominmente empleado en terapias anti-tumorales. Este compuesto induce la
formacion de puentes inter e intracatenarios en la doble hélice de ADN, afectando la
replicacion del ADN y la division celular [354]. En particular, esta demostrado que CTX
genera un severo dafio ovarico, el cual abarca alteraciones en la dindmica folicular y en
la produccién de esteroides, la destrucciéon de foliculos en crecimiento y, en
consecuencia, una reduccion en el numero de foliculos totales [179,287,355].

Las estrategias que se utilizan en la actualidad para proteger el ovario del dafio
por quimioterapia no garantizan la preservaciéon de la fertilidad femenina. Estos
tratamientos involucran el uso de agonistas de GnRH para suprimir laliberacion de FSH
y LH o bien la criopreservacién de ovocitos, embriones o corteza ovarica. En Argentina,
uno de los tratamientos farmacolégicos mas utilizados para proteger la funcion ovarica
son los andlogos de GnRH, administrados antes y durante los tratamientos anti-
tumorales. Lamentablemente, no estd comprobada la eficacia de este tratamiento para
la preservacion de la fertilidad [321]. Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas
estrategias para proteger el ovario de pacientes que se van a someter a los tratamientos
quimioterapéuticos. En esta tesis, evaluamos la utilizacion del esfingolipido C1P como
factor citoprotector frente a la toxicidad inducida por CTX, con la finalidad de
resguardar al ovario. Por primera vez, hemos demostrado que la administraciéon
intrabursa de C1P aumenta la foliculogénesis y los niveles de E2 y de AMH, mientras

que atenua la pérdida de foliculos primordiales y disminuye los niveles de FSH y de
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apoptosis en ovarios de raton tratados con CTX. Ademas, observamos que la
administracion local de este enfingolipido reduce el dafio en el estroma y las
disrupciones en los vasos sanguineos causadas por la quimioterapia. Ademads, hallamos
que C1P mejora la morfologia uterina y los pardmetros de fertilidad en el modelo de
FOP mencionado.

Se conoce por antecedentes en la literatura que CTX ocasiona una reduccién
en la poblacién de foliculos primordiales y primarios en modelos de ratén y rata
[286,293]. Asimismo, Raz y col. (2002) y Abir y col. (2008) han demostrado que el
tratamiento con CTX afecta a los foliculos preantrales tanto in vivo como in vitro
[356,357]. En esta tesis, se demuestra por primera vez que la administracién in vivo de
C1P en ovarios de ratén expuestos a CTX reduce la pérdida de foliculos primordiales,
aumenta la cantidad de foliculos primarios y preantrales y disminuye el nimero de
foliculos atrésicos. Esto resultados sugieren que C1P protege la reserva ovdarica y
contribuye a un normal desarrollo folicular, mitigando los severos efectos
gonadotoéxicos de CTX. En concordancia con estas observaciones, diversos autores han
estudiado el rol de otro esfingolipido relacionado, S1P, en el ovario [358]. Tal es el caso
de Morita y col. (2000), que demostraron que el tratamiento in vivo con S1P podria
prevenir la FOP inducida por radioterapia [360]. Ademds, se observé que la
administracion local de S1P (2 mM) protege a los foliculos de la muerte celular inducida
por dacarbazina [358]. Es preciso mencionar que en nuestros experimentos utilizamos
concentraciones aun menores de C1P (0,5 a 1 mM), en comparacion con el estudio de
Hancke y col. (2007) [358].

Los foliculos primordiales constituyen la poblacién folicular de mayor
importancia, dado que la reserva ovarica no es renovable. La activacion de estos
foliculos es irreversible, y por lo tanto, culmina en la ovulacién o en atresia. En
consecuencia, mantener quiescente la reserva folicular resulta crucial para la

preservacion de la fertilidad. En el presente trabajo, observamos que CTX reduce la
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poblacion de foliculos primordiales, lo cual es consistente con publicaciones previas
[286,361,362]. No obstante, C1P fue capaz de disminuir la pérdida de foliculos
primordiales observada en ovarios tratados con CTX, lo que permite inferir que C1P
puede modular diversos caminos de sefializacién que regulan esta poblacién de
foliculos. Se sabe que la quiescencia en este estadio folicular estd controlada por
numerosos factores, tales como la via de sefializaciéon PI3K/PTEN/AKT, Foxl2, Foxo3ay
AMH [179,294,363,364]. Actualmente, se estan realizando estudios para evaluar el
efecto de C1P sobre los mecanismos de regulacién que activan a la poblacién de
foliculos primordiales.

AMH es una hormona producida por células de la granulosa de foliculos en
estadios de primario a antral temprano, y es la principal responsable de inhibir la
activaciéon de foliculos primordiales y mantener quiescente la reserva ovarica
[342,365]. Se considera que los niveles séricos de AMH en pacientes son un factor
predictivo de la poblacién de foliculos en crecimiento y que correlacionan con el
numero de foliculos primordiales [300]. Precisamente, se ha propuesto medir los
niveles de AMH como un marcador de la funcién ovarica en pacientes de cancer de
mama [366]. En este trabajo, hemos observado que la expresiéon ovarica de AMH es
menor en los ovarios expuestos a CTX respecto de ovarios control. Este resultado es
consistente con estudios previos que mostraron que los niveles de AMH descienden
durante la quimioterapia [298]. En esta tesis, también hemos demostrado que C1P
aumenta la expresion de AMH en ovarios tratados con CTX. Una posible explicacion es
que C1P previene el dafio ovdrico porque induce la expresion de AMH vy, por ende,
disminuye el reclutamiento excesivo de foliculos primordiales dado por el tratamiento
quimioterapéutico. ~Cabe mencionar que Kano y col. (2016) han demostrado
recientemente que el tratamiento con AMH durante distintas terapias anti-tumorales
(carboplatino, doxorrubicina y CTX) protege la reserva ovarica en ratones [325]. Sin

embargo, no puede descartarse que C1P esté evitando la activacion de foliculos
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primordiales por mecanismos alternativos y, de esta manera, el aumento en los niveles
de AMH sea debido a que hay un mayor nimero de foliculos pequefios que expresan
AMH. Se requieren mas estudios sobre este tema para dilucidar estas hipétesis.

Estd demostrado que CTX causa disfuncién ovarica en roedores por aumento
de la apoptosis y por alteraciones en la dindmica folicular, lo cual afecta la produccion
de hormonas esteroideas [367,368]. Asimismo, se ha reportado que la toxicidad ovarica
inducida por CTX produce pérdida generalizada de foliculos pequefios de manera dosis-
dependiente, asociada a la reduccidn de los niveles de E2 [355]. Los resultados de esta
tesis mostraron que el tratamiento con C1P disminuye la concentraciéon de FSH en suero
y aumenta la concentracion de E2 en ovario en animales tratados con CTX. Debido a
que en las pacientes la quimioterapia es causante de alteraciones en el desarrollo
folicular y ademds induce hipogonadismo, dado por altos niveles de FSH y bajos niveles
de E2 [270], estos resultados sugieren que C1P podria tener propiedades protectoras
frente a las secuelas inducidas por CTX.

Junto con este estudio, muchos otros han determinado que CTX promueve la
atresia, afectando severamente el correcto desarrollo folicular [368,369]. Al mismo
tiempo, CTX provoca apoptosis y estrés oxidativo en células ovaricas [356]. Al tener CTX
un fuerte efecto sobre las células en proliferacion, las células de granulosa de los
foliculos en crecimiento (especialmente preantrales y antrales) son naturalmente
blanco de esta droga, induciendo apoptosis en los mencionados estadios foliculares. En
este trabajo se demostrd que las células positivas para TUNEL en foliculos preantrales
y antrales tempranos disminuyen con la administracién de C1P en ovarios expuestos a
CTX. Estos resultados fueron consistentes con lo observado en la inmunomarcacién de
caspasa 3 clivada. Es importante resaltar que no hemos encontrado evidencia de que la
deplecion de los foliculos primordiales esté causada por apoptosis. En efecto, CTX
puede desencadenar la activacion y crecimiento folicular, originando asi un fenémeno

conocido como “burnout”, que consiste en el agotamiento de la reserva ovdrica.
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[179,370]. En linea con nuestras observaciones, en este trabajo los andlisis histolégicos
han evidenciado ausencia de apoptosis en foliculos primordiales y, en cambio,
presencia de apoptosis en foliculos mas avanzados. El “burnout” folicular ha sido
descripto en diversos modelos de knock-out en ratén [371,372], como también en
estudios in vitro en cortezas ovaricas humanas [373,374].

Por otra parte, se ha demostrado que la via de sefializacién de PI3K/PTEN/AKT,
clave parala activaciéon de foliculos primordiales, esta regulada positivamente por CTX,
es decir, que este compuesto genera una ola de reclutamiento folicular que conduce a
la deplecién de la reserva ovarica [375]. Aun falta dilucidar si la regulacion de esta via
por parte de CTX se debe a un efecto directo sobre los ovocitos y las células de
pregranulosa que conforman los foliculos primordiales, o si se debe a un efecto
indirecto causado por la destruccién de los foliculos en desarrollo.

Las células ovaricas expuestas a CTX sufren apoptosis a través de la via
intrinseca y presentan una desregulacion de la expresion de los miembros de la familia
de BCL-2. Asimismo, CTX induce la activacidn de la pro-caspasa 3, principal enzima
efectora en desencadenar el proceso de apoptosis [290,376]. En el modelo de FOP
estudiado, los ovarios tratados con CTX presentan menor expresion de la isoforma larga
de BCLX (factor anti-apoptético) junto con un aumento en la expresiéon de BAX (factor
pro-apoptético). A pesar de esto, la administracion local de C1P restaurd la expresion
de estas proteinas a valores control en comparacién con los animales que sdlo
recibieron CTX. En linea con estos resultados, Gomez Muifioz y col. (2005) han
demostrado que el efecto anti-apoptético de C1P estd mediado por un aumento en la
expresion de la isoforma anti-apoptética BCLX-L y, de esta manera, inhibe la muerte
celular en macr6fagos derivados de médula ésea en condiciones inductoras de
apoptosis [340]. No obstante, son pocos los trabajos que han explorado el rol anti-

apoptodtico de C1P. Uno de ellos es el estudio de Mitra y col. (2007), quienes han
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demostrado que la regulacién negativa de la ceramida kinasa induce apoptosis y
disminuye el crecimiento en células de mamifero [342].

Por otra parte, Gomez Mufioz y col. (2004) han demostrado que C1P tiene una
funcién anti-apoptdtica en macréfagos derivados de médula ésea por la cual estd
directamente involucrado en la inhibicién de la esfingomielinasa acida. Esto a su vez
genera un descenso en los niveles de ceramida (que es pro-apoptética) y bloquea la via
de las caspasas 9 y 3 [341]. En concordancia con esto, nuestros resultados demuestran
que CTX incrementa la expresion de esfingomielinasa dcida comparado con el grupo
control y que C1P logra disminuir estos niveles en ovarios tratados con CTX. Esto
sugiere que C1P lograria reducir los niveles de ceramida a través del bloqueo de la
esfingomielinasa. Ademds, observamos una disminucion en la expresién de caspasa-3
clivada que es congruente con estos datos.

Existen numerosos estudios que muestran el impacto de la quimioterapia
sobre el sistema vascular en el ovario. En 1986, Doll y col. reportaron, mediante analisis
histolégicos, los efectos de los tratamientos citotéxicos dados indirectamente a través
del dafio estromal ocasionado [377]. Otro estudio ha mostrado que luego de la
administracion in vivo de doxorrubicina, se produce una disminucion significativa del
volumen de sangre en ovario y un estrechamiento de los vasos sanguineos [378]. En
nuestro trabajo, las marcaciones de vWF, lectina y a-SMA en vasos sanguineos
permitieron observar que el tratamiento con CTX provoca injuria endotelial y altera la
estabilidad vascular del ovario, mientras que la presencia de C1P protege de este dafio.
Estos resultados concuerdan con observaciones de otros investigadores, que
determinaron que la quimioterapia puede causar fibrosis estromal y presencia de vasos
inmaduros y desorganizados en la corteza ovarica [300,379]. Cabe resaltar que C1P
puede ser liberado ante un dafio tisular y asi regular la migracion de células
progenitoras estromales y endoteliales y promover la angiogénesis [380]. Los

resultados obtenidos en esta tesis, junto con los antecedentes mencionados, sugieren
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que C1P podria ser un excelente candidato para mejorar la funcién ovarica durante la
quimioterapia.

Plowchalk y col. han demostrado que CTX provoca un severo dafio en el Gtero
en respuesta a la toxicidad causada sobre el ovario [287]. Teniendo en consideracion
que para lograr un embarazo exitoso, se requiere de condiciones uterinas 6ptimas, se
decidié evaluar el efecto protector de C1P sobre la morfologia uterina en el modelo de
FOP. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con CTX afecté de manera
critica a los compartimentos epiteliales y estromales, y que ademds disminuy¢ la
presencia de ramificaciones glandulares. Por otra parte, C1P protegi6 los tejidos
endometriales de estos efectos, impidiendo la pérdida de calidad endometrial.
Plowchalk y col. han observado también que los animales tratados con CTX
presentaban un peso uterino reducido por alteraciones en la sensibilidad a los
esteroides sexuales. Los resultados obtenidos en esta tesis, unidos a este antecedente,
nos permiten inferir que C1P podria actuar como agente protector en el Utero por
impedir modificaciones en los receptores hormonales y/o por proteger a las células
endometriales de la toxicidad.

Por otra parte, observamos en el modelo de FOP que la administraciéon de C1P
prolongo el periodo fértil luego del tratamiento con CTX, ya que previno la disminucién
en el indice de fertilidad y en el tamafio de la camada, atenuando los efectos observados
en el grupo CTX, especialmente a tiempos mas largos. Este resultado fue consistente
con la preservacién de la reserva de foliculos primordiales observada en nuestro
estudio. En base a esta informacion, puede inferirse que C1P podria actuar como un
protector ovarico y producir un retraso o un bloqueo de la aparicién de FOP en
pacientes que se someten a quimioterapia.

En cuanto a los estudios de fertilizacion in vitro, no hubo diferencias entre los
grupos experimentales, a excepciéon de un aumento en la proporcién de ovocitos

anormales en los animales tratados con CTX. Estas anomalias fueron prevenidas por el
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co-tratamiento con C1P. Es interesante destacar que los ovocitos normales de todos los
grupos fueron fertilizados y se desarrollaron hasta llegar al estadio de blastocitos de
forma similar. Esto sugiere que aquellas pacientes bajo los efectos gonadotdxicos de
CTX podrian recuperar su fertilidad luego del tratamiento si se logra proteger la reserva
ovarica con la administracion del esfingolipido.

Para descartar interacciones entre las terapias anti-tumorales y la actividad del
esfingolipido C1P, es necesario que se lleven a cabo mas estudios, tanto in vitro como
in vivo en modelos animales. En este trabajo, con el objetivo de investigar el efecto local
de C1P en el ovario, su administracion fue por via intrabursa. Actualmente, estos
resultados son preclinicos y el uso de esfingolipido representa un gran desafio en
cuanto su aplicacion especifica en el ovario. Por lo tanto, una opcién posible seria
utilizar analogos de C1P fotosensibles, como los sintetizados por el grupo del Dr.
Bittman [381,382]. Estos andlogos, denominados “caged C1P analogues”, son solubles
en soluciones acuosas, pueden atravesar las membranas celulares de manera no
invasiva y son biolégicamente inactivos hasta su liberacién mediante irradiacién con
luz dentro del citosol, permitiendo una accidén especifica intracelular. El proceso
fotolitico que activa al andlogo puede realizarse con luz del espectro visible (mayor a
360 nm) por lo que no genera ninguna perturbacién celular. En el futuro, este tipo de
estrategias novedosas podria resultar de gran utilidad para la administracion de
esfingolipidos en forma localizada.

Hace varias décadas se conocen los importantes efectos inmunosupresores e
inmunomoduladores de CTX [383,384], y por esa misma razon se lo utiliza no s6lo como
terapia anti-tumoral sino también para combatir enfermedades autoinmunes [279].
Esta establecido que el tratamiento con CTX genera rapidamente una disminucién en
la respuesta inmune innata y leucopenia en sangre [301,302], pero los niveles de
leucocitos son recuperados prontamente al finalizar la exposicion a este

quimioterapéutico. Sin embargo, CTX también afecta a otras células inmunes con

191



Capitulo II: FOP - Discusién

menor capacidad proliferativa, como a los macréfagos. Por ejemplo, en un modelo de
inmunosupresion por CTX, se encontrd que la deficiencia de macréfagos alveolares y
peritoneales luego del tratamiento es mucho mas persistente que la leucopenia [385].
En base a estos antecedentes, hemos estudiado el efecto protector in vitro de C1P en
macrdfagos frente a la accién de un metabolito activo de la ciclofosfamida, la
perfosfamida. En particular, en el sistema reproductivo femenino, los macréfagos son
las células inmunes mas frecuentes en el ovario y su actividad es indispensable para la
correcta funcionalidad del mismo [308]. Esto se debe a que los macréfagos cumplen
funciones criticas en los procesos de foliculogénesis, atresia y angiogénesis ciclica en
el ovario. En base a estos antecedentes, se evalu6 el efecto protector de C1P sobre este
tipo celular. De acuerdo con lo esperado, los macréfagos se vieron afectados
severamente en presencia de perfosfamida, disminuyendo su viabilidad y su
produccién de citoquinas y aumentando su muerte celular. No obstante, C1P logré
mejorar la morfologia y la viabilidad celular, incrementar la produccién de MCP-1, e
inhibir la apoptosis temprana en este tipo celular. Estos resultados sugieren que el
efecto citoprotector de C1P frente al dafio severo causado por la quimioterapia abarca
no soélo a las células ovaricas, sino también a las células accesorias que contribuyen a
mantener su funciéon. En particular, se ha visto en un cultivo de foliculos murinos in
vitro que la presencia de macrdéfagos aumenta la supervivencia de los foliculos, en
especial de los mas pequefios que dependen en mayor medida del microambiente en el
que estan [386]. Esto nos permite inferir que la proteccion de los macréfagos ovaricos
por parte de C1P podria ser un mecanismo indirecto por el cual previene la deplecion
de la reserva folicular ocasionada por CTX y preserva la funcién ovarica.

En resumen, la administraciéon local de C1P reduce drasticamente el dafio
inducido por CTX en el ovario, a través de la proteccion de la reserva folicular, el
restablecimiento de los niveles hormonales, la disminucion de la apoptosis y la mejora

de las redes vasculares. Ademads, C1P previene el deterioro de la morfologia uterina y la
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disminucién de la fertilidad y la calidad ovocitaria, asi como también protege a los
macrofagos de los efectos citotdxicos de este quimioterapéutico.

Aunque adn es necesario corroborar la efectividad de C1P en humanos, el
desarrollo de agonistas de C1P en el futuro y, como consecuencia, su posible
administracidn, antes o durante el tratamiento con CTX, podria ser una estrategia
prometedora e innovadora para resguardar la fertilidad femenina en pacientes cuya

funcién reproductiva estd en riesgo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las alteraciones en la funcién ovérica pueden llevar a numerosos desérdenes
como la anovulacién e infertilidad, la poliquistosis ovarica (PCOS), el sindrome de
hiperestimulacion ovdrica (OHSS) y la falla ovdrica prematura (FOP) entre otros
[157,180,185] .

En el ovario, la dindmica folicular y luteal estd modulada por diferentes
mecanismos de regulacion: enddcrino, intraovarico, nervioso y angiogénico. Si algunos
de estos mecanismos son afectados por causas enddgenas o exdgenas, se produce una
disfuncién ovarica, ocasionando los desérdenes mencionados anteriormente.

En esta tesis, se evaluaron los mecanismos celulares y moleculares de dos
desordenes ovaricos: OHSS y FOP inducida por quimioterapia a través de ensayos in
vitro (cultivos primarios y lineas celulares) y ensayos in vivo (modelos experimentales
desarrollados en roedor). Estas patologias comparten la caracteristica de ser de origen
iatrogénico, es decir, son causadas por tratamientos médicos. Estos tratamientos
provocan alteraciones severas en la dindmica folicular y luteal, y en la vasculatura
ovarica, llevando a la aparicién de estos desérdenes.

Ademas, nos propusimos desarrollar distintas estrategias terapéuticas para los
desérdenes mencionados, dado que uno de los objetivos de nuestro laboratorio es llevar
los resultados obtenidos al &mbito clinico y, por ende, adentrarnos en el campo de la
medicina traslacional.

Las conclusiones de este trabajo fueron las siguientes:

CAPITULOI:

Modelo de OHSS desarrollado en roedor:

% La administraciéon local de PDGF-B disminuye el porcentaje de quistes y la

concentracion de P, recluta células peri-endoteliales hacia el endotelio e induce
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estabilidad en la vasculatura del ovario, disminuyendo la permeabilidad, y por
consiguiente, mejorando la funcién ovarica en la fisiopatologia del OHSS. Por la
tanto, la administracién de este factor de crecimiento representa una posible
estrategia terapéutica para prevenir la aparicién de OHSS en pacientes que se

someten a técnicas de fertilizacidn asistida.

FF provenientes de pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS y pacientes

controles:

@

% El perfil lipoproteico de los FF de pacientes OHSS se encuentra alterado y se
caracteriza por tener particulas de mayor tamafio (HDL), con altas carga de
colesterol y menor cantidad de S1P, y reducida cantidad de apolipoproteina A-I
(ApoAI). Ademas, se encuentra aumentado el receptor de HDL-colesterol, SR-BI,

en células de granulosa luteinicas humanas provenientes de FF de OHSS.

% Elagregado de S1P a los FF de pacientes con alto riesgo a OHSS en un cultivo VSMCs
regula positivamente la expresién de su propio receptor S1P1y la estabilidad en las

uniones intercelulares mediante el incremento de N-cadherina.

Es importante remarcar que los resultados descriptos en relacion con el
reclutamiento de células peri-endoteliales y la regulacion de proteinas tanto de uniones
estrechas como de uniones adherentes, pueden proporcionar nuevos conocimientos no
solo para OHSS, sino también para otras patologias donde hay una falla severa en el
reclutamiento de células peri-endoteliales hacia los vasos sanguineos (por ejemplo, la

retinopatia diabética y el cancer).

A continuacion, se muestra un esquema que resume los resultados

descriptos en este capitulo de la Tesis (Fig. 9).
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Figura 9: Esquema que muestra un resumen de los posibles mecanismos de accion de PDGF-B y sus
efectos en el modelo de OHSS, a nivel molecular (arriba), celular (medio) y de la funcién ovarica
(abajo).
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CAPITULO II;

Modelo de FOP inducido por quimioterapia desarrollado en roedor:

% La administracion local de C1P en presencia de ciclofosfamida, por una parte,
disminuy¢ la atresia folicular, la activacién acelerada de los foliculos primordiales,
los niveles de FSH y, por otra parte, aument6 los niveles de AMH y E,. Ademas, el
tratamiento con C1P preservo la vasculatura ovdrica y la morfologia uterina de la
injuria causada por ciclofosfamida.

% La administraciéon local de C1P en presencia de ciclofosfamida disminuyd el

numero de ovocitos anormales e incrementd el indice de fertilidad en las hembras

alas 12 semanas post-tratamiento.

Modelo in vitro de dafio por quimioterapia en una linea celular de macroéfagos:
% El agregado de C1P en presencia del metabolito activo de ciclofosfamida aumenta
la viabilidad celular y la secrecién de MCP-1, mientras que disminuye la apoptosis

en macro6fagos.

A continuacién, se muestra un esquema que resume los resultados

descriptos en este capitulo de la Tesis (Fig. 10).

Por ultimo, la mayor accesibilidad a técnicas de reproduccion asistida por la
ley Nacional N° 26.862) que brinda acceso a los procedimientos y técnicas médico-
asistenciales de reproduccion asistida y el aumento en la tasa de supervivencia de las
pacientes con cdncer en edad reproductiva, son hechos sumamente alentadores, pero
que sin duda aumentaran la incidencia de las patologias estudiadas en esta tesis. Por
eso, resulta imprescindible el desarrollo de nuevas estrategias que sean efectivas para

proteger el ovario, preservar su fertilidad y mejorar su calidad de vida.
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Figura 10: Esquema que resume las caracteristicas de FOP y los efectos de C1P en el contexto de esta

patologia, a partir de los distintos modelos in vivo e in vitro utilizados en esta tesis.
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