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1. Resumen

El cancer de ovario (CO) es la segunda causa de muerte por cancer ginecolégico en el
mundo. El riesgo de CO aumenta con la edad y se reduce por conductas reproductivas que
interrumpen la continuidad de los ciclos ovulatorios de la mujer durante su vida fértil. Este
efecto se basaria en un ndmero reducido de eventos de ruptura y reparacion proliferativa del
epitelio de la superficie ovarica (OSE) en cada ciclo ovulatorio. De esta forma, la paridad
reduce el riesgo de CO mientras que la nuliparidad lo aumenta. En esta Tesis se propuso
investigar los cambios que el embarazo induce en la expresion génica del ovario y si dichos
cambios persisten hasta la edad menopausica influyendo en la reduccion del riesgo frente al
CO.

Se identificaron ~700 genes expresados diferencialmente (GEDs) al comparar los
transcriptomas ovaricos del raton hembra primiparo frente al nuliparo a edad adulta. El
analisis de vias candnicas y de ontologia génica reveld una diversidad de procesos
bioldgicos relacionados principalmente a la lutedlisis funcional y estructural. Estos incluian la
degradacion de P4, un desbalance oxidativo, aumento de apoptosis y autofagia, la regulacion
de la inflamacion, la remodelacion de la MEC ovarica y la detencion del desarrollo folicular.
Se detectaron ademas genes implicados en la persistencia de funciones ovaricas asociadas
a la gestacion a nivel sistémico, como por ejemplo la hemostasia, la angiogénesis, la
secrecion de algunas hormonas peptidicas, la sensibilidad a la insulina y la sefializacién de
prolactina. El analisis de tipos celulares sugirié enriquecimiento de marcadores ovocitarios,
de CG -particularmente atrésicas- y de células mesenquimales -principalmente fibroblastos-,
mientras que la proporcion de células estromales esteroidogénicas se vio reducida.

Finalmente, los GEDs por efecto del embarazo en ovarios adultos fueron comparados
con los GEDs entre ovarios envejecidos con diferente historia de paridad, obtenidos en un

trabajo previo del laboratorio. La coincidencia de GEDs alcanzé s6lo un 3,8% (26 genes)



indicando que una gran parte de la expresion génica inducida por el embarazo a edad adulta
aparentemente se pierde en la transicion hacia edad post-reproductiva. Sin embargo, dentro
de las coincidencias, se encontré genes implicados en la restriccion del desarrollo folicular
por inhibicion de la sefalizacion de TGF-beta y la mantencion de la reserva ovarica
dependiente de la AMH.

Se concluye que el embarazo en el modelo de raton C57BL/6 genera profundos
cambios en el transcriptoma ovarico postparto asociados a la regresion del cuerpo luteo, a la
persistencia de algunas funciones ovaricas sistémicas remanentes de la gestacion, cambios
de la MEC ovarica y la inhibicion de la maduracién folicular. Es precisamente este ultimo
efecto el que parece perpetuarse en forma limitada hasta la edad post-reproductiva, y
contribuiria al efecto protector ante CO mediante la mantencién de una mayor reserva
ovarica folicular residual en la condicion de paridad. Un estudio interesante a futuro seria
caracterizar funcional o fenotipicamente la reserva ovarica residual en ambas condiciones de

paridad.

2. Abstract

Ovarian cancer (OC) is the second cause of death from gynecological cancer
worldwide. The OC risk increases with age and is reduced by reproductive behaviors that
interrupt the continuity of a woman's ovulatory cycles during her fertile life. This effect would
be based on a lower number of events of rupture and proliferative repair of the ovarian
surface epithelium (OSE) in each ovulatory cycle. Thus, parity reduces the OC risk while
nulliparity increases it. In this Thesis we proposed to investigate the changes that pregnancy
induces in ovarian gene expression and whether these changes persist until menopausal
age, influencing the reduction of risk against OC.

Nearly 700 differentially expressed genes (DEGs) were identified by comparing the

ovarian transcriptomes of primiparous versus nulliparous female mice at adulthood. The



analysis of canonical pathways and gene ontology revealed a diversity of biological
processes mainly related to functional and structural luteolysis. These included P4
degradation, an oxidative imbalance, increased apoptosis and autophagy, regulation of
inflammation, remodeling of the ovarian ECM, and arrest of follicular development. Genes
involved in the persistence of ovarian functions associated with pregnancy on a systemic
level were also detected, such as hemostasis, angiogenesis, secretion of certain peptide
hormones, insulin sensitivity and prolactin signaling. The analysis of cell types suggested an
enrichment of oocyte markers, GC -particularly atretic- and mesenchymal cells -mainly
fibroblasts-, while the proportion of steroidogenic stromal cells was reduced.

Finally, the DEGs due to pregnancy in adult ovaries were compared with the DEGs
between aged ovaries with different parity history, obtained in a previous work of our
laboratory. The coincident DEGs were just 3.8% (26 genes) indicating that a large part of the
gene expression induced by pregnancy in adulthood is apparently lost in the transition to the
post-reproductive age. However, among this limited coincidence, we identified three genes
involved in the restriction of follicular development by inhibition of TGF-beta signaling and the
maintenance of AMH-dependent ovarian reserve.

We conclude that pregnancy in the C57BL/6 mouse model generates profound changes
in the postpartum ovarian transcriptome associated with the regression of the corpus luteum,
the persistence of some systemic ovarian functions remaining from gestation, changes in the
ovarian ECM and inhibition of follicular maturation. It is precisely this latter effect that seems
to be perpetuated in a limited way until post-reproductive age, and would contribute to the
protective effect against OC by maintaining a greater residual ovarian follicular reserve in the
parity condition. An interesting future study would be to functionally or phenotypically

characterize the residual ovarian reserve in both parity conditions.
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4. Introduccion

El cancer ovarico (CO) es un tumor maligno cuya histologia puede ser epitelial,
estromal o de células germinales. El mas comun es el carcinoma epitelial, que constituye
aproximadamente el 90% de todos los CO [1], y se presenta frecuentemente en la edad
menopausica [2]. A nivel mundial para el afio 2020, el CO fue el octavo cancer mas frecuente
en mujeres, con una incidencia de 6.6 y una mortalidad de 4.2 por cada 100.000 mujeres,
siendo la octava causa de muerte por cancer [3]. En nuestro pais, el CO fue el tercer cancer
ginecolégico mas frecuente en mujeres con una incidencia de 6.0 y una mortalidad de 3.6 por
cada 100.000 mujeres en el afio 2020 [3].

En general, el CO es de mal pronéstico y potencialmente mortal, ya que
aproximadamente dos tercios de todos los canceres epiteliales de ovario suelen detectarse
en etapas avanzadas [4]. Por esta razon, resulta de vital importancia la deteccidén temprana y
principalmente la prevencion primaria, ya sea evitando factores de riesgo o fortaleciendo la

exposicion a factores protectores.

4.1. Factores de riesgo

Los datos epidemioldgicos sugieren una fuerte relacion entre el numero de eventos
ovulatorios y el riesgo de CO. La hipétesis de la ovulacién incesante, la mas aceptada,
explica esta relacion y postula que la ruptura y reparacion proliferativa incesante del epitelio
de la superficie ovarica (OSE), producto de la ovulacion, favorece la acumulacion de
aberraciones genéticas en las células epiteliales que pueden derivar en una neoplasia

maligna [5]. En este sentido, el embarazo constituye un factor protector al inhibir la ovulacion,



disminuyendo el riesgo de CO en forma proporcional al numero de embarazos. Bajo esta
misma légica, la lactancia y el uso de anticonceptivos orales también disminuyen el riesgo al
inducir la anovulacién [6, 7].

La edad también constituye un factor de riesgo importante. De hecho, la incidencia y
mortalidad de CO alcanzan un maximo durante la perimenopausia y posmenopausia
temprana [8]. Ademas, se ha sugerido que el agotamiento de la reserva folicular ovarica que
subyace a la menopausia podria ser un factor importante que contribuya a un mayor riesgo
de CO, asociado directamente con los hallazgos epidemioldgicos sobre la historia
reproductiva. El agotamiento folicular altera la homeostasis ovarica al provocar un aumento
de las gonadotropinas séricas y estas estimulan un entorno inflamatorio que facilita la

transformacion maligna de las células de la OSE y el desarrollo de CO [9].

4.2. Etiologia del CO

La localizacion intraabdominal del ovario y la deteccion de CO en estados avanzados
han dificultado el estudio de los eventos genéticos y moleculares que dan origen a la
enfermedad. La etiologia del CO sigue siendo poco conocida, de hecho, sigue sin definirse
concluyentemente cual es la célula de origen del CO epitelial [8]. Hasta la fecha se han
propuesto dos hipétesis sobre el origen del CO. Por un lado, se piensa que el CO surge de la
invaginacion de la superficie ovarica y la consecuente formacion de quistes de inclusion, que
estan sujetos a estimulacion proliferativa del estroma ovarico, por lo que sufren displasia y
metaplasia [10]. Otra hipdtesis postula que el epitelio de la fimbria oviductal puede desarrollar
lesiones del tipo carcinoma intraepitelial tubarico seroso (STIC) y estas células
transformadas pueden desprenderse y alojarse dentro del estroma ovarico generando un
quiste de inclusion revestido por epitelio oviductal [11]. Independientemente del origen de

este quiste de inclusioén, eventualmente puede derivar en un carcinoma epitelial de ovario.
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4.3. La funcioén ovarica

El ovario mamifero es un érgano altamente dinamico y heterogéneo que transita
ciclicamente por cuatro fases: desarrollo folicular, ovulacion, luteinizacion y lutedlisis [12].
Cada fase esta coordinada por multiples vias de senalizacion e interacciones funcionales que
permiten la comunicacion entre el ovocito, las células de la granulosa (CG), las células de la
teca (CT) de los foliculos ovaricos, y las células estromales como fibroblastos, células
endoteliales y células inmunes [13]. Los foliculos ovaricos constituyen la unidad funcional
endocrina del ovario y determinan el potencial y la duracion de la vida reproductiva [14].

El ciclo ovarico esta controlado por la liberacion pulsatil de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) desde el hipotalamo, lo que induce la liberacion de las
gonadotropinas hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) desde la
hipdfisis. Brevemente, la FSH actua sobre las CG del foliculo en desarrollo, estimulando la
sintesis de estradiol para el desarrollo folicular y maduracién del ovocito [15]. La FSH
también estimula la expresién del receptor de LH (LHCGR), lo que sensibiliza a las células
de la teca para la sintesis de andrdégenos, que a su vez son precursores de la sintesis de
estradiol en las CG [16]. Un aumento repentino de LH induce la maduracién final del foliculo
ovarico, desencadena la ovulacion e inicia la luteinizacién. Este ultimo proceso se caracteriza
por una rapida proliferacién de las CG y CT remanentes del foliculo ovulado, que luego se
diferencian terminal e irreversiblemente en células esteroidogénicas luteas grandes vy

pequenas formando el cuerpo luteo (CL), respectivamente [17].

4.3.1 El cuerpo lateo en el ciclo ovarico y el embarazo

El CL es una glandula endocrina temporal cuya funcion es la produccion de hormonas
peptidicas como relaxina y hormonas esteroides como progesterona (P4) que prepara el
endometrio para la implantacion del embrién y el mantenimiento del embarazo [18]. Durante

su formacion, una buena parte de las células esteroidogénicas se hipertrofia [19], lo que
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aumenta el tamafio de la glandula. Esto va acompafiado de una extensa angiogénesis
impulsada por la expresion de factores pro-angiogénicos como el factor de crecimiento
endotelial vascular A (VEGFA) [20]. El CL expresa factores pro-angiogénicos durante toda la
fase Ilutea y el embarazo [21]. Un CL altamente vascularizado es esencial para la funcion
lutea, tanto para el transporte de la P4 desde las células esteroidogénicas hacia la
circulacion, como para una apropiada nutricion del CL [22], que se requiere para la sintesis
de grandes cantidades de P4 [15].

En ausencia de fecundacion, la vida del CL es limitada y deja de sintetizar P4, en un
proceso conocido como regresion lutea o lutedlisis. Por el contrario, si hay fecundacion
ocurre un fendmeno conocido como “rescate del CL” promovido por la prolactina (PRL). El
estimulo coital en ratones induce la secrecién de PRL desde la hipdfisis [23], un importante
factor luteotropico que rescata el CL de la involucion, suprimiendo la expresién de la enzima
20alpha-hydroxysteroid dehydrogenase (20a-HSD) en el ovario, a través de los transductores
y activadores de la transcripcién (Stats) [24, 25]. La supresién de la 20a-HSD, enzima que
cataliza la conversion de P4 en su forma inactiva, la 20a-dihidroxiprogesterona (20a-DHP)
[24], mantiene los niveles de P4 necesarios para las etapas iniciales de implantacion y
mantencion del embarazo [25]. En el ratén, a diferencia del humano, en el que la produccion
de P4 se deriva desde el CL a la placenta en el tercer trimestre [26], el CL persiste durante
todo el periodo gestacional, constituyendo la principal fuente de P4 [27].

Muchos de los cambios ocurridos en el ovario post-parto dependen del CL. Por otro
lado, una vez finalizado el periodo de gestacion, ocurre una involucién del cuerpo luteo, que
comprende una regresion funcional y estructural [28]. La lutedlisis funcional se define como
la disminucién de P4 inducida por la secrecion uterina pulsatil de prostaglandina F2 alfa
(PGF2a) [29], un potente agente luteolitico de accion inversa a PRL. La PGF2a se une a su
receptor en el CL induciendo la expresion de la enzima 20a-HSD [30] y simultaneamente

reprime la expresién del receptor de PRL (PRL-R) [31]. En consecuencia, la PGF2a genera
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una caida abrupta de la P4 sérica que es incapaz de sustentar el embarazo y da inicio al
parto.

Por su parte, la lutedlisis estructural se define como una involucién estructural del CL
con la pérdida de células luteales [28] y angioregresién de células endoteliales [32]. Esta
fase se caracteriza por procesos apoptoticos complejos cuyos mecanismos no han sido
definidos del todo. Algunos estudios sobre apoptosis del CL en ratas prefadas han
identificado tres factores mediadores de la muerte celular ovarica: citoquinas, Fas/FasL y
caspasas [28].

Como se menciond, las conductas reproductivas que detienen los ciclos ovulatorios
reduciendo asi su ndmero total a lo largo de la vida fértil de la mujer, confieren proteccién
ante el desarrollo de CO. Por lo tanto, el particular interés en esta Tesis es analizar el efecto
del embarazo sobre el perfil de expresion génica del ovario en el postparto inmediato y
determinar si dicho efecto se mantiene, se pierde o se modifica hacia el final de la vida

reproductiva.

4.4. Rol de las hormonas esteroides gonadales en el ovario durante el embarazo

El efecto protector del embarazo en la incidencia y desarrollo de CO ha sido atribuido
principalmente a la P4. Un efecto similar estaria dado por los progestagenos contenidos en
los anticonceptivos anovulatorios, cuyo consumo también ha sido vinculado a una reduccion

del riesgo de CO.

4.4.1. Progesterona

Los efectos beneficiosos del embarazo -periodo en donde los niveles de P4 son 10
veces mayores que los niveles en fase lutea del ciclo menstrual- y el aumento de la
incidencia de CO en mujeres deficientes de P4 refuerzan esta hipétesis [33]. De forma

similar, un meta-analisis de datos de 45 estudios epidemiolégicos estimdé que una mayor
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duracién del uso de ACO se correlacioné con un menor riesgo y que esta reduccién en el
riesgo de CO persistié durante mas de 30 afios después de que ceso el uso de ACO [7]. Mas
del 95% de los ACO utilizados en estas poblaciones habrian sido del tipo combinado
(estrégeno-progestageno).

Varias investigaciones sustentan la hipotesis de que la P4 podria estimular su propia
produccién. Si bien no se han identificado receptores de P4 (PR) en el CL, se ha observado
una inhibicién en la produccion de la P4 luteal en ratas prefiadas tras la administracion
intraovarica de anticuerpos de P4 o antagonistas del PR [34]. Asimismo, al tratar cultivos de
células luteales con R5020 (P4 sintética), se observd un incremento en la produccion de P4

en relacion al cultivo control [35].

4.4.2 Estradiol

Por su parte, el estradiol producido por las células Iuteas actua sobre sus propios
receptores en el CL estimulando la produccion de P4, la vascularizacién y la hipertrofia del
CL a lo largo del embarazo [36, 37]. Debido a su elevada concentracion en el liquido folicular
de foliculos ovulatorios, se le ha asignado un papel promotor de la carcinogénesis ovarica

[38].

4.4. Trabajo previo en Laboratorio de Genémica Aplicada

El estudio realizado por Urzua et al [39] motiva la investigacion que aborda esta Tesis.
Estos autores estudiaron las diferencias del transcriptoma ovarico entre nuliparidad y
multiparidad en ratones hembra C57BL/6 a edad comparable a la menopausia humana. Se
observé que el ovario multiparo envejecido retiene una mayor cantidad de foliculos ovaricos
respecto a su contraparte nulipara. Estos hallazgos relacionan la disminucion de la reserva

ovarica con el riesgo de CO observado en la menopausia [8]. Mas aun, sugieren que el
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agotamiento folicular del ovario depende no sélo de la edad, sino que también del historial
reproductivo durante la edad fértil.

Las conclusiones de este estudio sugieren que la multiparidad durante la vida
reproductiva promueve la retencion de foliculos y mejora la inmunovigilancia innata local y
sistémica en ratones hembra en edad estropausica. Estos resultados plantean la necesidad
de comprender el (los) posible(s) mecanismo(s) mediante el cual el embarazo durante la

vida fértil, se asocia a la reduccién del riesgo de CO a largo plazo.

4.5 Planteamiento del problema de investigacion

Un estudio adicional del Laboratorio de Gendmica Aplicada permitié obtener perfiles
transcriptomicos de ovarios de ratones hembra jévenes con un parto (primiparos). Estos
datos se analizaron en la presente Tesis para determinar el efecto del embarazo en la
expresion génica ovarica a corto plazo. En conjunto con los datos ya publicados [39], se
analizé si el efecto del embarazo sobre el transcriptoma ovarico a edad fértil, persiste, se
modifica o se pierde en el ovario a edad estropausica.

Hasta la fecha no se han realizado estudios en ovarios humanos que apunten a
identificar expresion génica diferencial inducida por el embarazo, ni en edad fértil ni en edad
menopausica. El anadlisis de datos transcriptémicos propuesto en esta Tesis permitira
determinar si los cambios en la expresién génica inducidos por el embarazo persisten o se
pierden hasta la edad menopausica y cuales de ellos podrian estar involucrados en la

reduccion del riesgo frente al CO

5. Hipotesis

La prefiez promueve cambios en la expresién génica del ovario. Algunos de esos
cambios se mantienen en el largo plazo y podrian prevenir el desarrollo de una neoplasia en

el ovario estropausico.
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6. Objetivo General

Identificar el efecto de la prefiez a corto y largo plazo sobre la transcripcion ovarica

murina.

6.1. Objetivos Especificos

A. Determinar expresion génica diferencial a nivel de transcriptoma completo entre
ovarios nuliparos y ovarios primiparos, ambas condiciones en edad fértil (4 meses).

B. Caracterizar la ontologia, vias de transduccion y vias metabdlicas de la expresion
génica diferencial entre ovario nuliparo y primiparo de edad fértil.

C. Determinar si la expresion génica diferencial inducida por la prefiez en edad fértil se

altera a causa del envejecimiento ovarico (16 meses).

7. Materiales y métodos

7.1 Diseiio experimental y previa obtencion de datos

A partir de un proyecto desarrollado previamente, se disponia de una base de datos de
transcriptomas ovaricos de ratéon (Mus musculus, C57BL6). Las variables de interés eran el
estado de paridad (nuliparo, primiparo y multiparo) y la edad (fértil y estropausica). En la
Figura 1 se muestran las condiciones analizadas en esta Tesis. Para abordar el objetivo
especifico “A” se compararon transcriptomas ovaricos de animales nuliparos y primiparos en
edad fértil. Los genes expresados diferencialmente que se identificaron, permitieron abordar
el objetivo especifico “B”, que apuntaba a caracterizar el significado bioldgico de dichos
genes (ver mas abajo). Finalmente, el objetivo “C” consisti6 en la comparacion de la
expresion diferencial ovarica observada a edad fértil (objetivo especifico “A”) con la expresion

diferencial ya reportada a edad estropausica [39].
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Figura 1. Diagrama de flujo del estudio. Los transcriptomas ovaricos de animales nuliparos y
primiparos de 4 meses corresponden a edad fértil, mientras que los transcriptomas de animales
nuliparos y multiparos de 16 meses corresponden a edad estropausica.

El ARN ovarico total se extrajo con el kit All-Prep (Qiagen, GmbH). La amplificacion de
los ARN se realizé con el kit Ambion lllumina (Ambion, Austin), lo que permitié obtener un
ARN complementario (ARNc) biotinilado. En breve, 550 ng de ARN total fueron
retrotranscritos con partidores oligo (dT)-T7. Se obtuvo un ADNc primera hebra y luego un
ADNCc doble hebra, que sirve de molde para una transcripcién in vitro con polimerasa T7 mas
biotin-NTPs. EI ARNc biotinilado fue hibridado en microarreglos de perlas Mouse Ref-8
expression v2 (lllumina, San Diego). Finalmente se afadid fluorolink streptavidin-Cy3
(Amersham, UK) para detectar la sefal fluorescente con un escaner confocal lllumina. El

analisis se realiz6 con lllumina Genome Studio v2011.1, médulo de expresion génica v1.9.0.

7.2 Andlisis de transcriptomas y de expresién génica diferencial

Los datos fueron obtenidos en un proyecto previo (FONDECYT regular 1130292). Las
intensidades de fluorescencia para 25.697 sondas en 10 experimentos (primiparas n=4;
nuliparas n=6) fueron normalizadas mediante cuantiles. Los genes expresados
diferencialmente (GED) fueron determinados mediante una prueba limma (linear models for

microarray data) con el programa Pomelo Il (http://pomelo2.iib.uam.es/). La prueba limma es

una herramienta que calcula valores de p crudo y p ajustado, este ultimo utilizando una


http://pomelo2.iib.uam.es/
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correccion por pruebas multiples del tipo FDR (False Discovery Rate). Paralelamente se
repitié un analisis de expresion diferencial utilizando el mismo test sobre datos ya publicados
para ovarios en edad estropausica (multiparos n=6; nuliparos n=5) por Urzua et al [39]. Para
ambos analisis se calculé la razén logaritmica en base 2 (log,) de las veces de cambio (log,
FC, del inglés fold change) entre el promedio de las intensidades de fluorescencia de las
25.697 sondas (18.600 genes unicos) de ovarios de animales de la misma edad (4 o 16

meses) y de las dos condiciones reproductivas (nuliparidad o paridad) estudiadas.

7.3 Anadlisis de trabajos relacionados

Mediante una busqueda bibliografica utilizando palabras clave se identificaron trabajos
relacionados con la expresion de genes ovaricos durante diferentes dias de la gestacion y
postparto murinos. Desde el cuerpo de los articulos, o desde el material suplementario [40,
41, 42, 43], se recopilaron las listas de genes estudiados. Luego, estos genes se cotejaron
con la planilla de datos completa de expresion diferencial entre OJP y OJN de la presente
Tesis. Estos ultimos fueron filtrados bajo criterios de p crudo < 0.05 y FC % 0.5. La

comparacion se muestra en la Tabla 3.

7.4 Analisis de marcadores de tipos celulares ovaricos

Se utilizé la informacioén del estudio de Morris et al, 2022 [44] para obtener listados de
genes marcadores para 6 tipos celulares ovaricos, y marcadores para otros 14 subtipos
derivados de los primeros. Desde nuestros datos, los genes seleccionados para este analisis
fueron aquellos que presentaron una expresién génica diferencial (p crudo < 0.01) de OJP

respecto a OJN. Los resultados del analisis se muestran en la Tabla 4.
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7.5 Analisis biolégico de la expresidon génica diferencial

La lista de GED fue analizada mediante Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

(https://www.gsea-msigdb.org/gsealindex.isp). El analisis se hizo en la coleccién de genes

humanos previa conversion de la lista de GED con simbolos oficiales de la especie Mus
musculus, ingresando la lista con la opcion Mouse (to be orthology-mapped). Se calcularon
las primeras 100 coincidencias con FDR g-value < 0.05, seleccionando CP (Canonical

Pathways) y GO (Gene Ontology).

8. Resultados

8.1 Genes expresados diferencialmente en ovarios de ratones jovenes primiparos

(OJP) respecto a jovenes nuliparos (OJN)

Aplicando un adj p FDR < 0.05 y log, FC > +1/< -0.8 para el resultado del t-test limma,
se obtuvieron 692 GED en la comparacion OJP versus OJN. Esta lista se descompuso en
418 genes regulados positivamente y 274 genes regulados negativamente en el OJP
respecto al OJN. El log en base 2 de las veces de cambio (FC) para los GED regulados a la
baja se fijo en <-0.8 con el propdsito de rescatar un numero de genes comparable en ambos
sentidos (sobre y sub-expresados), y con ello un nimero equivalente de términos bioldgicos
significativos en el analisis GSEA en ambos sentidos. En las Tablas 1 y 2 se muestran los 20
genes de mayor y menor expresion, respectivamente, ordenados en base al log, FC

decreciente. Se describe una breve resefa funcional de cada gen.

Tabla 1. Top 20 genes regulados positivamente en OJP

Gen Fold Funcion celular *
chang
e
RIn1, relaxin 1 7.27 Hormona peptidica producida por el cuerpo luteo. Modula el

crecimiento y remodelacion del cuello uterino, y glandula mamaria,
facilitando el parto y la lactancia [45].



https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
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Serpinb2, serine (or 5.60 Inhibe el activador del plasmindgeno y regula negativamente la

cysteine) peptidase inhibitor, fibrindlisis [46].

clade B, member 2

Serpina6, serine (or 5.55 Transporte plasmatico de progestinas y glucocorticoides. Expresado

cysteine) peptidase inhibitor, en ovario murino al final de la gestacion [40].

clade A, member 6

Mmp10, matrix 5.49 Rol en los cambios foliculares asociados con la ovulacion,

metallopeptidase 10 luteinizacion y lutedlisis en humano y rata [47, 48]

Grp, gastrin releasing 4.33 Promueve la desgranulacion de mastocitos [49].

peptide

Kng1, kininogen 1 4.06 Codifica para el precursor de los cinindgenos, que poseen un rol

pro-inflamatorio en la ovulacion [50].

Nt5e, 5’ ectonucleotidase 3.91 Promueve un entorno antiinflamatorio [51] y antitrombético [52] a

través de la adenosina. Aumenta su actividad en plaquetas de
mujeres embarazadas [53].

Csgalnact1, chondroitin 3.89 Regula la sintesis de sulfato de condroitina y participa en la

sulfate regeneracion y plasticidad neuronal [54]. Alta expresion en

N-acetylgalactosaminyltransf extremidades y Iébulo frontal de raton.

erase 1

Rnase1, ribonuclease, 3.44 Regulador negativo de la inflamacion en el sistema cardiovascular

RNase A family, 1 inducida por eARN secundario al dafo tisular [55]

(pancreatic)

Enpp2, autotaxin 3.42 Participa en la regresion del cuerpo luteo. Expresado
predominantemente en las células esteroidogénicas luteas [56].

Prol1/Muc10, proline rich, 3.37 Principal mucina de la glandula submandibular de ratén [57].

lacrimal 1 Altamente expresado en ovario de raton.

Emb, embigin 3.17 Proteina transmembrana involucrada en la adhesion celular y

recepcion de sefales [58]. Altamente expresada en ovario de ratén.

Cdc73, cell division cycle 73, 3.16 Supresor tumoral de carcinomas paratiroideos [59]. Regulada

Paf1/RNA polymerase I negativamente en muchos tipos de canceres.

complex component

Scgb1a1,secretoglobin, 3.12 Inhibe la produccion de citoquinas y quimioquinas en macréfagos

family 1A, member 1 alveolares [60]. Expresion detectada previamente en pulmon.

Cyp4f18, cytochrome P450, 3.04 Participa en la regulacién negativa de la respuesta a LTB4 en

family 4, subfamily f, neutrofilos. Altamente expresado en ovario y bazo de raton [61].

polypeptide 18

Tmem178, proteina 3.00 Reduce la respuesta proinflamatoria de los macroéfagos [62]. Se

transmembrana 178 expresa altamente en cerebelo.

Gpr176, G protein-coupled 2.86 Modulador negativo de la sintesis de AMPc en el SNC. Implicado en

receptor 176 el comportamiento circadiano [63].

Lbh, limb-bud and heart 2.60 Cofactor transcripcional que promueve un estado de MaSC basal

multipotente y reprime la diferenciacion luminal en la glandula
mamaria [64].
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lymphoma b

Ggct, gamma-glutamyl 2.53 Participa en el equilibrio redox y supervivencia de glébulos rojos
cyclotransferase mediante la regulacién del metabolismo del glutation [65].
Cblb, casitas B-lineage 2.50 Regulador negativo de la activacion de células inmunes como

linfocitos T y B, células asesinas naturales (NK) y células dendriticas
(DC) [66].

Genes seleccionados segun los 20 valores positivos maximos de fold change con criterio de FDR <
0.05 en OJP. (*) Se realizé busqueda en PubMed y en GeneCards priorizando funciones relacionadas

a la biologia del ovario.

Tabla 2. Top 20 genes regulados negativamente en OJP

Gen, descripcion Fold Funcion celular *

change
Cdhrb, cadherin related family -1.81 Componente del complejo de adhesion entre microvellosidades de
Member 5 células epiteliales [49].
Lrat, lecithin retinol -1.80 Forma ésteres de acido retinoico [67]
acyltransferase
Gpha2, glycoprotein hormone -1.53 Subunidad de una glicoproteina heterodimérica que se une y activa
subunit alpha 2 al TSHR [49]. Expresion especifica de glandula suprarrenal y ovario.
Ankrd35, ankyrin repeat -1.43 Funcién desconocida. Se expresa altamente en vejiga de raton.
domain 35
Kctd14, potassium channel -1.42 Altamente expresado en ovario. Podria participar en el desarrollo
tetramerization domain folicular [68].
containing 14
Apoe, apolipoprotein E -1.39 Transporte de colesterol para esteroidogénesis en foliculos ovaricos

[69].

Rsph3a, radial spoke 3A -1.39 Proteina de anclaje de proteina quinasa A que se une a ERK1/2
homolog [49]. Amplia expresion en ovario de ratén.
Abcg4, ATP binding cassette -1.37 Transportador de la familia ABC. Podria participar en el transporte
subfamily G member 4 de colesterol [70].
Lum, lumican -1.37 Participa en la ovulacién. Alterado en endometriosis [71].
Sct, secretin -1.37 Hormona peptidica. Regula el equilibrio acido-base [49].
Tmem35, transmembrane -1.34 | Chaperona molecular que promueve el ensamblaje y la expresién de
protein 35a receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) en el cerebro [72].
Eef2, eukaryotic translation -1.34 Promueve la sintesis de estradiol en CG foliculares del ovario de
elongation factor 2 raton a través del aumento de la expresion de Nrbaf [73].
Galnt10, polypeptide -1.33 Participa en la O-glicosilacion tipo mucina de proteinas secretadas y
N-acetylgalactosaminyltransfe asociadas a la membrana [74]. Alta expresion en colon de ratén.
rase 10
Susd3, sushi domain -1.32 Alta expresion en ovario de ratén. Se sobreexpresa en respuesta a
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containing 3 estrégenos en cancer de mama [75]. Sin funcion conocida..
Mmd2/Paqr10, monocyte to -1.32 Mejora la retencién y activacion de la cascada de sefalizacion de
macrophage Ras [76].

differentiation-associated 2

Metrn, meteorin, glial cell -1.31 Regula la diferenciacion de las células gliales y promueve la
differentiation regulator extensién axonal [77]. Ampliamente expresado en el SNC. No se ha
descrito su funcién en el ovario.

Fus, fused in sarcoma -1.31 Participa en la regulacion transcripcional, metabolismo del ARN y la
reparacion de dafio en el ADN [78]. Expresion moderada en el
ovario.
Selenbp2, selenium binding -1.30 Su homdlogo Selenbp1 participa en el transporte de proteinas
protein 2 intra-Golgi [79] y en la modulacion del estrés oxidativo [80].

Altamente expresado en colon, higado y rifién.

Gdf10, growth differentiation -1.29 Codifica para un ligando de la superfamilia TGF-beta. Participa en la
factor 10 formacion y remodelacion dsea [81], y en la diferenciacion de
adipocitos [82]. Alta expresion en utero, tejido adiposo y hueso [83].

Fabp3, fatty acid binding -1.29 Participa en absorcion, transporte y catabolismo de acidos grasos
protein 3, muscle and heart via B-oxidaciéon mitocondrial [84]. Asociada a acumulacion de lipidos
en oocitos bovinos [85].

Genes seleccionados segun los 20 mejores valores negativos de fold change con criterio de FDR <
0.05 en OJP. (*) Se realizd busqueda en PubMed y en GeneCards priorizando funciones relacionadas
a la biologia del ovario.

8.2. Analisis de trabajos relacionados

Como una forma de validar nuestros resultados y comprender mejor los cambios en la
expresion génica ovarica debido a la prefiez y postparto en ovarios de ratones jévenes
primiparos (OJP), se hizo una busqueda manual de estudios relacionados en PubMed
utilizando las palabras corpus luteum AND ovary AND mouse AND gene expression AND
pregnancy NOT pcos. Se obtuvieron 67 articulos, de los cuales se seleccionaron los
siguientes cuatro: i) Waite et al, 2016 [40], donde se exploran las alteraciones dependientes
de Gq/11 en el transcriptoma ovarico de ratones al final de la gestacién; ii) Foyouzi et al.,
2005 [41], que determinan variaciones en la expresién de genes esteroidogénicos y
antioxidantes en el cuerpo luteo de ratén durante la lutedlisis; iii) Miyado et al, 2015 [42],

donde se estudia la influencia del gen Mamld1 en la lutedlisis funcional en ratones; y iv) Mejia
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et al, 2015 [43], acerca de la participacion de Gg/11 en el parto murino. Desde estos articulos
se recopilaron genes candidatos que se expresaban en el ovario en dias especificos de la
gestacion, en el post parto murino y en ovarios de ratones no prefiados. Luego se hizo una
busqueda manual de cada uno de ellos en nuestra planilla de resultados del test de limma
para determinar si habia un aumento o disminucién de su expresion en el OJP. Se
seleccionaron aquellos que cumplieron con el criterio p crudo < 0.05 y fold change + 0.5. La
comparacion se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacién de GED en OJP con GED de trabajos relacionados en ovario de M
musculus

Gen FC (esta Tesis) Referencias*
Akric18 1.8 1 (111, 113, [1]14a
Ch25h 271 2
Hsd17b7 1.16 1 L1 nl2
Tnc 2.29 1 (11
Cdkn2b 2.041 (111
Onecut? 2191 [111
Rgl1 1.57 1 (111
Bhlhe40 2071 111
Sbsn 1.811 111
Chrna 1.51 111
Serpina6 5.551 [111
Enpp2 3421 [
Grp 4.33 1 [
Itih4 1521 [
Kng1 4.06 1 1
Cryba4 1251 AN
Lrp11 0.94 1 K
Lhegr 181 [111,[114b
Sic41a3 1.39 1 K
Sfrpa 2421 [111,[114b

Los GED coincidentes entre esta Tesis (OJP vs OJN) y los trabajos relacionados se seleccionaron con un criterio
de p crudo < 0.05 y FC £ 0.5.* Las referencias corresponden a: [1] Waite et al, 2016. GED entre el dia 18 de
gestacién y 1-2 dias postparto. [2] Foyouzi et al, 2005. GED entre los dias 15 y 19 de gestacion. [3] Miyado et al,
2015. GED entre los dias 17.5 y 18.5 de gestacion. [4a] Mejia et al, 2015. GED entre el dia 14 de gestacion y 1-2
dias postparto. [4b] GED entre ratones no prefiados y ratones en el dia 14 de gestacion. Flechas hacia arriba (1)
y hacia abajo (|) indican un aumento o disminucién de la expresion génica en el periodo sefialado.
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8.3. Analisis de marcadores por tipo celular

Dado que nuestros datos transcriptomicos de ovario no dan cuenta de la expresién génica en
cada tipo celular, nos parecié util estudiar el nivel de expresion de genes marcadores de
varios tipos celulares en el ovario y determinar si su expresion se alteraba debido a la prefiez
y al parto murino. Mediante secuenciacion de RNA de células unicas y el uso de
herramientas bioinformaticas como Seurat y MAST, Morris et al [44] identificaron los 10
genes con mayor expresion en 6 tipos celulares caracteristicos del ovario: granulosa,
meseénquima, endotelial, inmune, ovocito y epitelial. De los dos primeros, estos autores
identificaron 6 subtipos celulares de granulosa y 8 subtipos mesenquimales, cada uno de
ellos también con sus respectivos 10 genes de expresion elevada. Ademas, estos
marcadores fueron validados mediante hibridacion in situ de ARN y/o inmunohistoquimica
para confirmar su expresion en sitios especificos del ovario. Desde nuestra planilla de datos
se filtraron manualmente los valores de FC para todos estos marcadores (ver seccion 7.4).
En la Tabla 4 se muestran los genes marcadores expresados diferencialmente entre OJP y
OJN (p crudo < 0.01). Para un total de 198 marcadores, 41 mostraron expresioén diferencial

entre las condiciones estudiadas.



Tabla 4. Expresion de genes marcadores de tipo celular en OJP respecto a OJN

A. Marcadores de tipos celulares caracteristicos del ovario

Genes Tipo Fold change
Slc18a2 Granulosa 1.57
Fam13a Granulosa 0.95
Col3a1 Mesenquimal 0.85
Tef21 Mesenquimal -0.69
Lum Mesenquimal -1.36
Cd93 Endotelio 1.15
H2-Aa Inmune 1.05
Oosp1 Ovocito 1.36
Rifpl4 Ovocito 0.80
Upk1b OSE 1.07
Gpmé6a OSE 0.76
B. arcadores de subtipos celulares mesenquimales
Genes Subtipo Fold change
Htra3 Céls. esteroidogénicas estromales -0.86
Tef21 Céls. esteroidogénicas estromales -0.69
Itihd Céls. esteroidogénicas estromales -0.70
Enpp2 Céls. similares a fibroblastos 3.41
Fzd1 Céls. similares a fibroblastos 0.62
Plat Céls. similares a fibroblastos 0.62
Tnc Céls. similares a fibroblastos 2.29
Adcy7 Teca temprana -0.73
Thbd Teca temprana 1.30
Mest Teca temprana 0.57
Stmn1 Teca temprana 0.92
Hhip Teca temprana 0.97
Hmghb2 Teca temprana -1.0
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Aldh1a1 Teca esteroidogénica 0.64
Folr1 Teca esteroidogénica -0.61
Acsbg1 Teca esteroidogénica -0.88
Serpinab Teca esteroidogénica -0.76
Ednrb Musculo liso 1.37
Rgs4 Pericitos 0.85
C. Marcadores de subtipos celulares de la g
Genes Subtipo Fold change
Kctd14 Preantral-Cumulo -1.42
Slc18a2 Preantral-Camulo 1.57
Fndcb Preantral-Camulo -0.84
Wit1 Preantral-Cumulo 0.63
Mro Antral-Mural 1.50
Nap115 Antral-Mural 1.50
Ghr CG atrésicas 0.45
Cald1 CG atrésicas 1.47
Itih5 CG atrésicas -0.70
Asb4 CG atrésicas 0.41
Cdc42ep3 CG atrésicas 0.92
Bircb CG mitéticas -0.69
Hmgb2 CG mitoticas -1.00
Col3at CL activo 0.85
Igfbp7 CL activo 0.65
Sfrp4 CL activo 2.42
Bircb CG antrales mitéticas -0.69
Nap1l5 CG antrales mitéticas 1.50
Tnc CL en regresion 2.29
Sfrp4 CL en regresion 2.42
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A. Marcadores de tipos celulares caracteristicos del ovario. B. Marcadores de subtipos celulares mesenquimales.
C. Marcadores de subgrupos celulares de la granulosa. Fold change positivo y negativo indican un aumento o
disminucion, respectivamente, en la expresion génica en OJP.



26

8.4. Analisis biolégico funcional de genes sobre y subexpresados en OJP

GSEA es una herramienta para analizar una lista de GED e identificar dentro de ella
subgrupos de genes asociados a diversas funciones, vias y fenotipos biolégicos. Cuando la
proporcion dentro de la lista de GED de un subgrupo de genes clasificados en cierta funcion
0 via es mayor a la proporcién para aquella via o funcién en una lista al azar del mismo
tamafno que la lista de GED, ambas con respecto al genoma completo, tenemos que aquel
subgrupo esta sobrerrepresentado o enriquecido en la lista de GED. Como resultado, GSEA
calcula el parametro “k/K” donde (k) representa la fraccion de genes de nuestra lista que
pertenecen a una categoria especifica y (K) es el nimero total de genes en esa categoria en
todo el genoma.

Se realizaron andlisis de enriquecimiento en GSEA para los genes up y down
regulados separadamente, con las opciones Gene Ontology (GO) y Canonical Pathways
(CP), cuyo método se detalla en la seccion 7.5. Del total de 692 GED unicos, 684 genes
fueron convertidos a ortélogos humanos y 681 genes se utilizaron en los analisis de
enriquecimiento. Para los genes 4930486L24Rik, E330034G19Rik, Ifi47, Mug-ps1, Oog1,
Prol1, H2-M2 y Hist1h2ad no se encontraron ortélogos humanos, mientras que los siguientes
pares fueron convertidos a un unico ortélogo humano: 2070005H15Rik y Gm5483 a CSTA;
Kng1y Kng2 a KNG1;y Selenbp1y Selenbp2 a SELENBP1.

En el proceso de seleccidon de términos de GO y vias CP significativas se eliminaron
aquellos(as) que carecian de relevancia informativa por ser demasiado generales. Ademas,
cuando los genes de cierto término o via estaban contenidos en otro(a) mas amplio, se
priorizé este ultimo. Luego, dado el diverso numero de funciones resultantes, se fijo un
criterio de prioridad basado en el producto entre el numero de genes en cada término GO o
CP multiplicado por el enriquecimiento k/K [# genes x k/K]. Asi, este producto constituia un

valor numérico que ponderaba términos con un buen enriquecimiento (k/K) y con un nimero
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alto de genes. En lo sucesivo, es necesario aclarar que un mayor enriquecimiento (k/K) no
necesariamente corresponde a un mayor nimero de genes en cierto término, sea éste de CP

o de GO.

8.4.1 Anadlisis de enriquecimiento de vias canénicas (CP) en genes sobreexpresados

en OJP

Las vias canonicas (CP, del inglés canonical pathways) que GSEA utiliza para calcular
enriquecimiento incluyen las bases de datos Reactome (https://reactome.org/), WikiPathways
(https://www.wikipathways.org/) y KEGG (https://www.genome.jp/kega/) entre otras. La
Figura 2 representa la distribucion de CP clasificadas en forma decreciente segun el
producto [# genes x k/K] de cada término o via. Hemostasis fue la funcion clasificada en
primer lugar con 32 genes, entre los que se encontraban SERPINB2 (Serpin Family B
Member 2), que inhibe el activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa 'y KNG1 (Kininogen
1) un inhibidor de tiol proteasas [49], ambos fueron parte de los top 20 sobre-regulados en el
OJP (Tabla 1). A continuacion, Innate immune system, compuesta por 41 genes donde
destacaron HLA-DQA1 (Major Histocompatibility Complex, Class II, DQ Alpha 1), participa
en la presentacion de antigenos y IL1RN (Interleukin 1 Receptor Antagonist), encargado de
contrarrestar la inflamacién sistémica descontrolada [49]. Post translational protein
modification fue la funcién con mayor numero de genes (44) donde cabe mencionar a
PSMD12 (Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 12), implicado en la degradacion de
proteinas ubiquitinadas, UBE2D3 (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 D3), enzima
conjugadora de ubiquitina E2 y USP14 (Ubiquitin Specific Peptidase), enzima
desubiquitinante asociada al proteasoma [49]. La funcién mejor clasificada segun el
parametro k/K fue Sealing of the nuclear envelope by ESCRT-III, que contenia 5 genes, cuyo
gen mas relevante fue IST7 (IST1 Factor Associated With ESCRT-III), implicado en el

reeemsamblaje de la envoltura nuclear [49].


https://reactome.org/
https://www.wikipathways.org/
https://www.genome.jp/kegg/
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k/K x N° genes
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Figura 2. Distribucién de funciones CP enriquecidas en los genes sobreexpresados en OJP. Se
ingresaron los 418 genes regulados positivamente para su analisis de enriquecimiento en GSEA para
100 sets con FDR < 0.05. Se muestran las 20 vias candnicas clasificadas en orden decreciente en

base al producto [k/K x N° genes]. Las barras de un mismo color reflejan actividades biolégicas
relacionadas.

8.4.2. Andlisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) en genes sobreexpresados

en OJP

La herramienta ontologia génica (GO, del inglés Gene Ontology) corresponde a una
base de datos de informacién bioldgica que clasifica a todos los genes del genoma en tres
amplios dominios: i) proceso biolégico; ii) funcion molecular y iii) componente celular. Desde
éstos, se derivan términos de un grado creciente de especificidad donde encontramos
subconjuntos de genes que establecen interrelaciones jerarquicas entre diversos procesos,
funciones y componentes celulares. De esta forma, cada gen puede ser clasificado en uno o
mas de aquellos tres dominios y sus derivados. Asi, es posible caracterizar biolégicamente

subgrupos de genes dentro de una lista de GED. En la Figura 3 se observa la distribucion
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de términos GO clasificados de mayor a menor segun el parametro [# genes x k/K] en los
genes sobre-expresados en OJP. En primer lugar se encontraba el proceso intracellular
transport, con un total de 62 genes donde destacan TOMM70 (Translocase Of Outer
Mitochondrial Membrane 70), que participa en la importacién de proteinas precursoras
mitocondriales y ARL8A (ADP Ribosylation Factor Like GTPase 8A), que juega un rol en la
motilidad de los lisosomas [49]. Le siguié el proceso proteolysis, compuesto por 65 genes
donde mencionamos MMP10 (Matrix Metallopeptidase 10), que participa en la degradacion
de la matriz extracelular y PREPL (Prolyl Endopeptidase Like), una serina peptidasa [49]. El
cuarto término, con igual niumero de genes (65), fue apoptotic process, dentro de los que
mencionamos a BCAP31 (B Cell Receptor Associated Protein 31), participa en la apoptosis
mediada por caspasa 8 y AIFM1 (Apoptosis Inducing Factor Mitochondria Associated 1), un
factor proapoptético independiente de caspasas [49]. En base al parametro k/K, el término
mejor ranqueado fue cell adhesion molecule binding compuesto por 31 genes. Algunos son
TJP1 (Tight Junction Protein 1), proteina adaptadora de uniones estrechas; VCL (Vinculin),
implicada en la adhesién célula-matriz y célula-célula; y CTNNB1 (Catenin Beta 1), un

componente de las uniones adherentes [49].
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Figura 3. Distribuciéon de funciones GO enriquecidas en los genes sobreexpresados en OJP. Se
analizo el enriquecimiento de los 418 genes regulados positivamente en GSEA para 100 sets con FDR
< 0.05. Se muestran los 20 términos de ontologia génica mejor posicionados segun el parametro k/K x
N° genes. ER: endoplasmic reticulum. Las barras de un mismo color reflejan términos bioldgicos
relacionados.

8.4.3. Anilisis de enriquecimiento de vias canénicas (CP) en genes subexpresados en

OoJP

Como ya se menciond, se detectaron 274 genes sub-expresados en el OJP respecto al
OJN. El andlisis de CP mostrado en la Figura 4, indica que la via clasificada en primer lugar
de acuerdo al producto [# genes x k/K] fue Post-translational protein modification, que
contenia a PSMB10 (Proteasome 20S Subunit Beta 10), un componente del proteasoma y
CULA4A, una ubiquitina ligasa E3 [49], como parte de un total de 30 genes. La segunda via
mas enriquecida fue Cell Cycle (Reactome) con 21 genes, donde destacan RRM2
(Ribonucleotide Reductase Regulatory Subunit M2), que participa en la sintesis de ADN vy
NINL (Ninein Like), que participa en la nucleacion de microtpubulos en la mitosis [49]. A
continuacion, con 18 genes, encontramos Innate Immune System, cuyos genes

representativos eran CYBA (Cytochrome B-245 Alpha Chain), componente principal del
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sistema microbicida oxidasa de los fagocitos y C1QA (Complement C1q A Chain), que forma
parte del primer componente del sistema del complemento [49]. La via mejor ranqueada
segun k/K fue Mismatch repair con 3 genes: RPA2 (Replication Protein A2), involucrado en
el metabolismo del ADN, L/G1 (DNA Ligase 1), implicado en la reparacion del ADN y MLH3
(MutL Homolog 3), forma parte del sistema de reparacion de errores de emparejamiento del

ADN [49].
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Figura 4. Distribucién de funciones CP enriquecidas en los genes subexpresados en OJP. Se
ingresaron los 274 genes regulados negativamente para su analisis de enriquecimiento en GSEA para
100 sets con FDR < 0.05. Se muestran las 17 vias candnicas mejor posicionadas segun el parametro
k/K x N° genes. Cell Cycle @ proviene de la base de datos Reactome y Cell Cycle ° proviene de KEGG.
Las funciones de un mismo color reflejan actividades bioldgicas relacionadas.

8.4.4. Anadlisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) en genes subexpresados en

OoJP

En la Figura 5 se observa el andlisis de enriquecimiento de GO en genes
subexpresados en el OJP. En el primer lugar se encontré Mitochondrion conformado por 42

genes, entre los que destacan ACAA2 (Acetyl-CoA Acyltransferase 2) que cataliza el ultimo
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paso en la B-oxidacion de acidos grasos, COQ6 (Coenzyme Q6, Monooxygenase) y COQ9
(Coenzyme Q9), que participan en la biosintesis de ubiquitinol [49]. Le seguia
Tetrahydrobiopterin  metabolic  process que cuenta con 3 genes, PTS
(6-Pyruvoyltetrahydropterin Synthase), involcucrado en la biosintesis de tetrahidrobiopterina
(BH4), QDPR (Quinoid Dihydropteridine Reductase), una enzima dihidropteridina reductasa y
SPR, (Sepiapterin Reductase), importante en la biosintesis de BH4 [49]. Por otra parte, el
término con mayor niumero de genes, después de Mitochondrion, fue Cellular response to
stress, con 40 genes en total, en donde los mas representativos son ALKBH7 (AlkB
Homolog 7), implicado en la respuesta celular al estimulo de dafio del ADN y DDB1 (Damage
Specific DNA Binding Protein 1), que eparacion del ADN vy la ubiquitinacion de proteinas [49].
El mejor clasificado segun k/K, después de Tetrahydrobiopterin metabolic process, fue
Synapse maturation, que se compone de 4 genes, estos son, NFATC4 (Nuclear Factor Of
Activated T Cells 4), que participa en la expresion inducible de interleucina-2 e interleucina-4,
SEZ6L2 (Seizure Related 6 Homolog Like 2), que contribuye a funciones especializadas del
reticulo endoplasmico en las neuronas, SYBU (Syntabulin), implicado en el transporte axonal
anterogrado y ADGRL1 (Adhesion G Protein-Coupled Receptor L1), un componente del

receptor acoplado a proteina G (GPCR) de latrofilina.
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Figura 5. Distribucion de funciones GO enriquecidas en los genes subexpresados en OJP. Se
ingresaron los 274 genes regulados negativamente para su analisis de enriquecimiento en GSEA para
100 sets con FDR < 0.05. Se muestran los 20 términos de ontologia génica mejor posicionados segun
el parametro k/K x N° genes. Las funciones de un mismo color reflejan actividades biologicas
relacionadas.

8.5. Comparacioén entre los GED de ovarios a edad fértil (OJP-OJN) con los GED de

ovarios a edad post-reproductiva (OVM-OVN)

Con el propdsito de identificar el efecto de la prefiez a largo plazo sobre la transcripcion
ovarica murina, los 692 GEDs entre OJP y OJN se compararon con los GEDs entre OVM y
OVN. La lista original de 177 GED de OVM-OVN se obtuvo mediante un test limma con p
ajustado FDR < 0.1 y FC > 0.8, < -0.8 en el trabajo por Urzua et al. [39]. Dicho criterio de
expresion diferencial se flexibilizé utilizando un valor de p crudo <0.01y FC > 0.5, <-0.5.
Con ello, la lista de GEDs se expandié hasta un total de 308 genes Unicos, que se
descompuso en 126 genes regulados positivamente y 182 genes regulados negativamente

en OVM.
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La Figura 6A muestra un diagrama de Venn entre la lista de 692 GEDs detectados
entre ovarios jovenes frente a los 308 GEDs entre ovarios viejos sin considerar su sentido
(sobre- o sub-regulados). En las Figuras 6B y 6C se muestra una comparacioén similar, pero

con ambas listas separadas entre genes up y down regulados, respectivamente.

GED JP-JN GED VM-VN

GED up JP-JN 3ED up VM-WN GED down JP-JN GED down VM-WN

B. C.

Figura 6. Comparacién de GED entre ovarios a edad fértil con GED entre ovarios envejecidos.
En (A) se muestran los dos conjuntos de GEDs (692 entre ovarios a edad fertil y 308 entre ovarios
envejecidos) sin considerar su estado de sobre- o desregulacién. En (B) se comparan los genes
regulados positivamente en ambas edades (418 en OJP y 126 en OVM) y en (C) los genes regulados
negativamente en ambas edades (274 en OJP y 182 en OVM).

En la Tabla 5 se muestra el detalle de los 26 genes coincidentes entre GED de ovarios
jévenes y GED de ovarios viejos, considerando el factor prefiez como diferencia en cada
edad. Dentro de las coincidencias, siete genes conservaron el sentido de la expresién. Tgif1
(TGFB-induced factor homeobox 1) y E330034G19Rik (RIKEN cDNA E330034G19 gene) se
encontraron regulados positivamente en ambas condiciones, mientras que Kctd14
(potassium channel tetramerization domain containing 14), Mmd2 (monocyte to macrophage
differentiation-associated 2), Acaa?2  (acetyl-CoA  acyltransferase  2), Mapt
(microtubule-associated protein tau) y Gucy7a3 (guanylate cyclase 1, soluble, alpha 1) se

encontraron regulados negativamente.
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Tabla 5. Coincidencias entre GED de ovarios jéovenes y GED de ovarios viejos en relaciéon a
paridad

Gen Descripcion Sentido de la
expresion
Kctd14, potassium Altamente expresado en ovario. Podria participar en el desarrollo folicular v
channel tetramerization [68].
domain containing 14
Adamts4, ADAM Participa en la ovulacion. Se expresa en las células de la granulosa y del N
metallopeptidase with cumulo [86].
thrombospondin type 1
motif 4
Mmd2, monocyte to Mejora la retencion y activacion de la cascada de sefalizacion de Ras [76]. v
macrophage
differentiation-associated
2
Cdkn1a, cyclin Se expresa predominantemente en CG y participa en la detencion del ciclo N
dependent kinase celular y la diferenciacién terminal hacia células luteas en la fase
inhibitor 1A periovulatoria en primates y ratas [87]
Ecm1, extracellular Estimula la angiogénesis [88]. Promueve la polarizacién M1 de macréfagos N
matrix protein 1 [89]. Altamente expresado en glandula suprarrenal.
Slc1a1, solute carrier Reabsorcion de L-glutamato y L-aspartato en los tubulos renales [90]. N
family 1 Ampliamente expresado en almohadilla de grasa genital y rifiones de
(neuronal/epithelial high raton.
affinity glutamate
transporter, system Xag),
member 1
Osgin1, oxidative stress Desempefia un papel en la apoptosis junto a p53 [91]. Alta expresion en N
induced growth inhibitor 1 higado, testiculo y glandula suprarrenal.
Acaa2, acetyl-CoA Oxidacién de acidos grasos. Aumenta su expresion en las células del v
acyltransferase 2 cumulo en respuesta a LH durante la maduracién del ovocito [92].
Mapt, Participa en el crecimiento de neuritas de las neuronas en desarrollo y en v
microtubule-associated el transporte axonal de organulos y vesiculas [93, 94]. Altamente
protein tau expresado en el SNC.
Gucy1a3, guanylate Forma parte de la guanilato ciclasa soluble (sCG), unico receptor del 6xido v
cyclase 1, soluble, alpha | nitrico, desempefia un papel en la relajacion de las células del musculo liso
1 vascular y la inhibicién de la agregacion plaquetaria [95, 96]. Amplia
expresion en pulmon y SNC.
Cmtm3, CKLF-like Actia como gen supresor de tumores mediante la induccion de apoptosis y N
MARVEL transmembrane detencion del ciclo celular en células de cancer testicular humano [97].
domain containing 3 Amplia expresion en ovario de raton.
Zc4h2, zinc finger, C4H2 Participa en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de células N
domain containing madre neurales [98]. Amplia expresion en el cerebro y el SNC.
Acad8, acyl-Coenzyme A Enzima mitocondrial que cataliza el tercer paso de la degradacion del N
dehydrogenase family, aminoacido de cadena ramificada valina [99]
member 8
Gatb, glutamyl-tRNA Implicado en la biosintesis de glutaminil-tRNAGIn mediante transamidacion N
amidotransferase subunit y traduccién mitocondrial [100]. Expresién ubicua en rifidon y corazén.
B
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Abcg4, ATP binding
cassette subfamily G
member 4

Transportador de la familia ABC. Podria participar en el transporte de
colesterol. Amplia expresion en glandula suprarrenal [49].

N

Gdf10, growth
differentiation factor 10

Codifica un ligando secretado de la superfamilia de proteinas TGF-beta.
Participa en la formacion y remodelacion 6sea, asi como en la
diferenciacion de adipocitos. Ampliamente expresado en utero, tejido
adiposo y hueso.

N

Cdkn2c, cyclin
dependent kinase

Como inhibidor de la CDK4 y CDK®6 [101], podria participar en el control de
la proliferacion de las células de la granulosa en el desarrollo folicular [87].

N

inhibitor 2C Amplia expresion en testiculo de ratén.
Tgif1, TGFB-induced Suprime la expresion de genes que codifican enzimas esteroidogénicas en A
factor homeobox 1 las CG de cabra [102]. Amplia expresion en ovario de raton.
Cldn1, claudin 1 Funciona como una barrera fisica en el OSE murino [103] y humano [104] N
Fxyd6, FXYD Regula el trafico de Na,K-ATPasa. Podria participar en la excitabilidad N
domain-containing ion neuronal del SNC [105].
transport regulator 6
Actr3b, ARP3 Forma parte del complejo ARP2/ARP3 que regula el citoesqueleto de N
actin-related protein 3B actina y participa en el cambio de forma celular. Por su alta expresién en el
SNC, se cree que participa en el desarrollo y/o mantenimiento de las
células nerviosas [106].
Rftn2, raftlin family Desempeiia un papel fundamental en la formacién y/o mantenimiento de N
member 2 balsas lipidicas, regulando asi la sefializacion mediada por BCR de las
Células B. Altamente expresado en cerebro y bazo [107]
Cxxc4, CXXC finger 4 Unioén al ADN y transduccién de sefales. Inhibidor de la via N
Whnt/B-catenina. Se expresa en células de la granulosa de raton [108]
Cdkbrap2, CDK5 Componente funcional de los centros organizadores de microtibulos N
regulatory subunit acentriolares (aMTOC) en ovocitos de ratén y desempefia un papel en la
associated protein 2 regulacion del enfoque de los polos del huso meiético [109]
Ptn, pleiotrophin Se expresa en las CG y podria participar en la maduracién de los foliculos N
ovaricos de raton [110].
E330034G19Rik, RIKEN Se expresa en ovocitos MIl y puede desempefiar un papel en la A

cDNA E330034G19 gene

segregacion de cromosomas durante la meiosis o la escision en la
embriogénesis temprana [111].

El simbolo (A) significa que en ambos casos el gen esta regulado positivamente, (V) significa que en ambos
casos el gen esta regulado negativamente y (%) significa que no hay coincidencia en el sentido de la expresion. (*)
Se realiz6 busqueda en PubMed y en GeneCards priorizando funciones relacionadas a la biologia del ovario.

9. Discusion

El embarazo ha sido descrito como un factor protector ante el CO [8]. Dado que la

mayor incidencia y mortalidad por esta enfermedad ocurre durante la edad
postmenopausica, es razonable pensar que los cambios en la fisiologia ovarica producidos

por el embarazo, pudieran persistir en el largo plazo y, de alguna forma, dar cuenta de dicho
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efecto protector. Por lo tanto, el objetivo general de esta Tesis fue identificar el efecto de la
prefiez sobre la expresién génica del ovario de raton hembra C57BL6 a corto plazo

(postparto) y compararlo con aquel observado en ovarios envejecidos [39].

9.1. Genes regulados positivamente en el OJP

Se detectaron 418 genes sobre-expresados en el ovario primiparo (OJP) en
comparacion al ovario nuliparo (OJN), utilizado como muestra de referencia. Los 20 genes
de mayor sobreexpresion se muestran en la Tabla 1. La relaxina (RIn1) es una hormona
peptidica estructuralmente relacionada con la insulina que ejerce una variedad de efectos en
tejidos reproductivos y no reproductivos [112]. Es producida por el cuerpo luteo (CL) en la
fase lutea del ciclo estral y durante la gestacion en mamiferos [113]. La expresion ovarica de
relaxina en ratas prefiadas es comparable con el aumento en los niveles circulantes de
relaxina en ratones y ratas dias previos al parto, y su disminucion en dias posteriores [114,
115], por lo que la relaxina de origen luteal seria la principal responsable de estos cambios.
Durante la gestacidén, la relaxina aumenta gradualmente su concentracion sérica vy
paralelamente se acumula en granulos de almacenamiento dentro de células luteas que son
liberados 2 a 3 dias antes del parto en ratones, alcanzando su concentracién maxima [115,
116]. La relaxina tiene efectos en varios 6rganos, pero no se han demostrado efectos
autocrinos en el ovario de raton. Esto es consistente con nuestros datos, que indicaron que
el nivel de expresion del receptor de relaxina Rxfp1 era indetectable tanto en ratones hembra
nuliparas como primiparas (dato no mostrado). Un estudio en ratones hembra prefiados
knockout para RIn1 (KO RiIn -/-) [45] demostré que hacia el término de la gestacion, la
relaxina podria facilitar el parto promoviendo el crecimiento y remodelacion del cuello uterino,
la vagina y la sinfisis pubica. Las crias de este KO RIn -/- murieron al segundo dia de
nacidas, lo cual confirmé ademas el papel de la relaxina en la diferenciacién de la glandula

mamaria y el desarrollo del pezdn, cambios esenciales para una lactancia exitosa. Los
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fenotipos descritos sugieren que la relaxina participa en la remodelacion del tejido conectivo
promoviendo la degradacién y la reorganizacion del colageno. De hecho, se ha descrito que
la relaxina tiene efectos antifibréticos estimulando la expresion de metalopeptidasas de la
matriz (MMP) e inhibiendo la expresion de inhibidores tisulares de metalopeptidasas de
matriz (TIMP) en varios tejidos [117]. Por otra parte, las MMP son importantes en el
crecimiento del tejido normal y patoldgico [118].

El tercer gen de maxima sobreexpresion en el ovario postparto fue Serpina6, que
codifica para una proteina de secrecion estructuralmente homodloga a un inhibidor del tipo
serpin peptidasas, pero que transporta esteroides en el suero. También denominada CBG
(globulina de union a corticosteroides), su nivel circulante aumenta durante el embarazo
cumpliendo con el rol de transportar P4 y cortisol, asi como de transferir ambos esteroides
desde la circulacion materna a la fetal [119]. La expresion de Serpina6é (CBG) ha sido
detectada en el cuerpo luteo humano [120] y de raton [40].

La ectonucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa Enpp2, alias autotaxina (ATX), es una
lisofosfolipasa D (lisoPLD) de secrecion que hidroliza los lisofosfolipidos extracelulares
convirtiéndolos en acido lisofosfatidico (LPA), un ligando de receptores acoplados a
proteinas G especificas (LPA ;) [121]. En el ovario de rata en ciclo no fértil ATX se localiza
en células esteroidogénicas del CL temprano y aumenta progresivamente en el CL tardio
hasta completar la lutedlisis estructural, mientras que los receptores de LPA (LPA,,) se
expresan tanto en células esteroidogénicas como en macréfagos y fagocitos de sitios
inflamatorios del CL regresivo [56]. El sistema ATX/LPA participaria en la lutedlisis estructural
modulando la infiltracidon de neutréfilos y macréfagos y la proliferacion de fibroblastos [56]
posiblemente a través de la sefalizacion de LPA, cuyos efectos mitogénicos en fibroblastos
son conocidos [122]. No esta claro si las acciones de ATX descritas en la regresion
estructural del CL de ratas no prefadas puedan ser comparables con la regresion del CL que

desencadena el parto en ratas o ratones prefiados. Por otro lado, si bien se han descrito
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niveles bajos de expresion de ATX/Enpp2 ovarica dependientes de Ga /11 durante la
gestacioén y post-parto en ratones [40], es importante mencionar que esta disminucién ocurre
entre los dias 18 de gestacién y 1-2 dias del parto. A pesar de lo anterior, en nuestros datos
la expresién de Enpp2 en el OJP postparto es significativamente mayor que su contraparte
nulipara, OJN.

Mmp10 codifica una metalopeptidasa de matriz altamente expresada en el dia 18 de
gestacioén y el dia 1 post-parto en el ovario de raton [123]. También se expresa en cultivos de
células de la granulosa luteinizadas de rata, lo que sugiere su participacion en la luteinizacion
[47]. Se sabe que las metalopeptidasas participan en la regresion del CL mediada por la
PGF2-alfa [124] y se ha demostrado que la Mmp10 junto a otras metalopeptidasas degradan
la matriz extracelular perivascular y las uniones estrechas de células endoteliales,
provocando su desprendimiento [125]. La expresion de Mmp10 puede ser promovida por
estimulos inflamatorios [126], lo cual es consistente con el proceso de angioregresion del
cuerpo luteo mediado en parte por factores proinflamatorios que afectan la integridad
vascular [32]. Estos datos sugieren la participacion de Mmp10 en la regresion de la
vasculatura lutea que ocurre al final de la gestacion.

La ecto-5'-nucleotidasa (Nt5e) o grupo de diferenciacion 73 (CD73) codifica una
glicoproteina de superficie anclada a glicosilfosfatidilinositol que hidroliza el adenosin
5'-monofosfato (AMP) extracelular en adenosina [127]. Su funcion requiere de la actividad
ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa (CD39), que a partir de ATP genera el sustrato
AMP para CD73. Ambas enzimas cumplen funciones reguladoras de la sefalizacion
purinérgica en células inmunes, modulando la respuesta inflamatoria [51]. Mientras que el
ATP extracelular promueve la inflamacion, la adenosina tiene un rol anti-inflamatorio [128].
CD73 se expresa en varios tejidos, incluyendo células hematopoyéticas y endoteliales [127]
asi como en ovario humano [129]. A la fecha, no se ha reportado expresion ovarica durante

la gestacion en raton. La expresién elevada de CD73 en el ovario postparto descrita en esta
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Tesis podria constituir un mecanismo antiinflamatorio que compensaria el proceso
degradativo y de remodelacion tisular que acompana la lutedlisis estructural. No obstante, se
ha descrito que la expresién de CD73 es promovida por factores proinflamatorios,
principalmente TGF- y otros como TNF-a e IL-13 [130]. En el sistema inmune del ratén se
ha observado que las células Treg CD4+ Foxp3+ tienen una alta expresion de CD73 y que la
adenosina extracelular generada por estas células se une al receptor de adenosina (A2a) en
células T efectoras activadas suprimiendo su proliferacion. Esto se suma a la funcion
previamente descrita de las células Treg en la induccion de la tolerancia inmunolégica [131].
Se sabe que durante la lutedlisis aumenta el numero de células inmunes, incluyendo tanto
células T reguladoras como células T efectoras [132]. Considerando que durante este
proceso aumentan los mediadores proinflamatorios, es razonable especular que estos
mediadores podrian inducir la expresion de CD73 en las células T reguladoras, lo que podria
ser un mecanismo para controlar la exacerbacion de la respuesta inflamatoria, al limitar la

proliferacion de las células T efectoras mediada por la adenosina generada.

9.2. Genes regulados negativamente en OJP

Se detectaron 274 genes reprimidos en el ovario primiparo postparto en relacién al
ovario nuliparo que se utiliz6 como muestra de referencia. Los 20 genes de mayor
subexpresién se muestran en la Tabla 2. La enzima lecitina retinol aciltransferasa, codifica
por el gen Lrat, cataliza la esterificacién de retinol (vitamina A) con lecitina para formar
retinil-ésteres [67], una forma de almacenar retinol [133]. La represion de Lrat en el ovario
postparto, indicaria una menor actividad de esterificacion y con ello una mayor disponibilidad
de retinol. De hecho, la regresion lutea en ratas pseudoprefiadas se ha asociado con un
marcado aumento en los niveles ovaricos de vitaminas E y A [134].

En el ovario post parto, también se detectd una expresion reducida de Apoe. Este gen

codifica para la apolipoproteina ApoE, presente en algunas lipoproteinas plasmaticas que
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transportan colesterol, cuya regulacién ha sido ampliamente estudiada en el higado [135].
Las lipoproteinas HDL y LDL son la principal fuente de colesterol para o&rganos
esteroidogénicos [136]. ApoE se expresa en las células de la teca, intersticiales, y en alto
nivel en las células del cuerpo luteo del ovario murino y se ha vinculado al desarrollo folicular
y la esteroidogénesis ovarica [137, 69]. Dado que ApoE es reconocida por el receptor de
LDL, que también se expresa en los mismos tipos celulares mencionados incluyendo el
cuerpo luteo murino [138, 139], este par receptor-ligando podria dar cuenta de un
mecanismo enddgeno de transferencia de colesterol para la sintesis de P4 por el cuerpo
luteo, que al momento del postparto, tras el proceso de lutedlisis estructural y subsecuente
fibrosis [32], pierde funcionalidad.

Otro gen reprimido en el ovario postparto fue Lum, que codifica para lumican, un
proteoglicano perteneciente a la familia de proteoglicanos pequenos ricos en leucina (SLRP).
Lumican se une al colageno en la matriz extracelular y desempefa un papel en la regulacion
de su ensamblaje en varios tejidos conectivos [140]. En el ovario humano, lumican se
expresa en las células de la granulosa murales de los foliculos secundarios y aumenta su
expresion a medida que el foliculo madura, siendo mas prominente en los foliculos
preovulatorios y postovulatorios. De igual forma, su expresion en células de la granulosa del
cumulo se correlaciona con la maduracion de los ovocitos [71]. Estudios recientes en cultivo
de células de la granulosa murales humanas han demostrado que Lum es inducido por
LH/hCG y que su expresion depende del tamafio folicular, hallazgos que sugieren su
participacién en la foliculogénesis y en la ovulacién [71]. De acuerdo a lo anterior, la
expresion de lumican aumentaria en la fase del estro (desarrollo folicular maximo vy
ovulacion). La represion de lumican en el ovario post-parto sugiere que no ha ocurrido una
transicion al estro, lo que es compatible con el hecho de que en ratones que amamantan el
estimulo de succion puede suprimir la secrecidon de gonadotropinas y con ello inhibir el

desarrollo folicular en la lactancia temprana [141].
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El gen Eef2 codifica para el factor de elongacion eucarionte 2, que es esencial para la
sintesis de proteinas. Es requerido para la fase de elongacién de la traduccién, induciendo la
translocacion del ARNt desde el sitio A al sitio P del ribosoma, lo que requiere de hidrélisis de
GTP [142]. En el ovario se ha descrito que Eef2 participa en la regulacion de la sintesis de
estradiol, mediante la unién de Eef2 al ARNm de Nrba1, lo que estimula la expresion de la
estrogeno sintasa [73]. La represion de Eef2 en el ovario post parto, podria asociarse a una
menor sintesis de estradiol, lo cual es consistente con la disminucion abrupta del nivel sérico
de esta hormona que se observa inmediatamente después del parto [143].

Finalmente, otro gen reprimido en el ovario postparto fue Fabp3, que codifica para la
proteina de unidn a acidos grasos 3. Fabp3 participa en la absorcidén, transporte y
catabolismo de &acidos grasos via B-oxidacién mitocondrial [84]. En el ovario bovino se
expresa en las células del cumulo y es transportada a través de la proyecciones transzonales
hacia el ovocito, aportando lipidos necesarios para su maduracion [85]. Se podria sugerir que

la maduracion ovocitaria se encuentra detenida en el ovario post parto.

9.3. Analisis de trabajos relacionados

Una buena parte de la informacion sobre la expresion génica ovarica asociada a la
prefiez en el raton, gira en torno a la funcionalidad y expresién génica del cuerpo luteo, cuya
principal rol es la produccién de P4 durante el periodo completo de la gestacién en el raton.
En roedores, el cuerpo luteo se forma a partir de CG y células de la teca interna, posterior a
la degradacion de la lamina basal [113].

Los resultados de la Tabla 3 indican que varios GEDs de la presente Tesis coincidieron
en cuanto a su sobre-expresion respecto al trabajo de Waite et al [40], donde se estudio el
impacto transcripcional de la pérdida de funcién de Gna11 (proteina de unién de nucledtidos
de guanina, subunidad a-11) en la lutedlisis y el parto en ratén. Estos genes eran Akr1c18,

Tnc, Cdkn2b, Onecut2, Rgl1, Bhlhe40, Sbsn y Chrnai. El gen Akr1c18 codifica para una
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enzima con actividad 3-, 17- y -20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa que, entre varios
sustratos, reduce la P4 a 20a-hidroxiprogesterona disminuyendo asi su actividad bioldgica.
Ch25h codifica para enzima colesterol 25-hidroxilasa, cuyo producto 25-hidroxicolesterol
indirectamente inhibe la sintesis de novo de colesterol [144]. La sobreexpresion de estos dos
genes en el ovario postparto implica la pérdida de la funcién esteroidogénica del cuerpo
luteo. Otro gen cuyo sentido de expresion coincidia con los datos de esta Tesis fue Tnc
(tenascina-C), una proteina de la matriz extracelular altamente expresada en el ovario de
ratéon, que junto al colageno tipo-l se han descrito en la formacion y regresion del cuerpo
luteo en el ovario de rata [145]. Los genes coincidentes descritos previamente, todos
sobre-expresados (Tabla 3), serian genes que dentro de la cronologia
gestacion-lutedlisis-postparto no se reprimen por efecto del parto, es decir, se mantienen
sobre-expresados probablemente en un mediano o largo plazo.

Al contrario, Serpina6, Enpp2, Grp y Kng1, que se encontraron dentro de los top-20
sobre-expresados en el ovario postparto (Tabla 1) estaban reprimidos en el estudio
mencionado [40]. Esto se explica por el uso de diferentes muestras de referencia o control:
mientras en el trabajo de Waite el al [40] se comparan ovarios WT(Cre-) de dias 1-2
post-parto frente al dia 18 de gestacion, los datos de esta Tesis comparan ovarios de dia 1
post-parto frente a ovarios nuliparos en fase de diestro. Una evidencia que apoya esta
explicacién, es lo que ocurre con la expresién ovarica de RIn1, relaxina. En la gestacion del
raton, la relaxina luteal puede aumentar su expresion génica 2-3 dias antes del parto y
disminuir precipitadamente luego de este [114]. Mientras que RIn1 fue el gen de maxima
expresion en los datos de esta Tesis (Tabla 1), aparece reprimido -de igual forma que
Serpina6, Enpp2, Grp, Kng1- en los datos de Waite et al [40]. En resumen, varios de los
genes que en esta Tesis detectamos como sobre-expresados en el ovario postparto respecto
al ovario nuliparo, en realidad aparecen reprimidos cuando se los compara en el postparto en

relacion al inicio de la lutedlisis, los dias 18-19 de la gestacion. En otras palabras, la
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diferencia biolégica en términos de expresion génica entre un ovario postparto y un ovario
nuliparo es mucho mayor que entre un ovario postparto y un ovario pre-luteolisis. Algo similar
sucede con el estudio de Foyouzi et al [41] y Miyado et al [42] que reporta diferencias entre el
transcriptoma ovarico de ratones hembra el dia 15y 17.5 de gestacion frente al dia 19y 18.5
de preparto/lutedlisis, respectivamente. En el caso de Mejia et al [43] ambos genes
comparables coinciden en su expresién (Tabla 3, referencia 4b), producto del uso de

muestras de referencia similares a los utilizados en esta Tesis.

9.4. Analisis de marcadores de tipo celular

El propdsito de este analisis fue determinar si producto de la gestacion y el parto, se
inducen cambios en las proporciones de los diferentes tipos y subtipos celulares ovaricos
caracterizados previamente en el trabajo de Morris et al [44]. En la Tabla 4 se muestran los
resultados sobre genes marcadores expresados diferencialmente entre el ovario postparto y
la condicion de referencia, el ovario nuliparo de la misma edad. De los 41 genes marcadores

detectados, 29 estaban aumentados y 12 disminuidos en el ovario postparto.

9.4.1 Marcadores de expresion aumentada

Entre estos cabe destacar a Sic18a2 y Fam13a, dos genes marcadores generales de
CG (Tabla 4A). Sic18a2 (Solute Carrier Family 18 Member A2) codifica para un transportador
antiporter transmembrana de monoaminas/H+ dependiente de ATP, que se expresa en CG
de rata como parte de un posible mecanismo de almacenamiento ovarico de norepinefrina
[146]. Por su parte, Fam13a (Family With Sequence Similarity 13 Member A) no ha sido
estudiado en ovario, pero en el tejido adiposo promueve una mejora de la sensibilidad a
insulina previniendo la degradacion proteosomal de IRS [147], mientras que en el higado
estimula el almacenaje de lipidos y reduce la actividad respiratoria mitocondrial [148]. Varios

otros marcadores de subtipos de CG también se encontraron aumentados (Tabla 4C). Estos
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son Mro y Nap1/5 de CG antrales-murales; Ghr, Cald1, Asb4 y Cdc42ep3 de CG atrésicas;
Col3a1, Igfbp7 y Sfrp4 del CL activoy Tncy Sfrp4 del CL en regresion.

Entre los 3 marcadores generales de células mesenquimales con expresion diferencial,
s6lo Col3a1 se encontré aumentado. Col3a7 (Collagen Type Il Alpha 1 Chain) corresponde a
un colageno fibrilar extensible cuya expresién aumenta en el estroma ovarico fetal en
ausencia de sefnalizacién por TGFB [149]. De acuerdo a Morris el al [44] este gen seria un
marcador dual (mesenquimal y CL activo). EI aumento de Col3a71 probablemente se
relaciona con el aumento de Enpp2, Fzd1, Plat y Tnc, que son marcadores de células
tipo-fibroblasto, uno de los sub-tipos mesenquimales.

Otro marcador aumentado fue el gen Cd93 (CD93 antigen), marcador de células
endoteliales que codifica para una glicoproteina de membrana que tiene actividad pro
angiogénica. Junto a distroglicano, una laminina involucrada en la angiogénesis, participan
en la migracion y organizacion de células endoteliales para la formacion de capilares [150].
Esto es compatible con la profusa vascularizacion que sufre el CL en el embarazo.

El gen H2-Aa (histocompatibility 2, class Il antigen A, alpha) corresponde a un
marcador sobre-expresado en células inmunes. Este gen codifica la cadena alfa del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il (MHC II), una proteina heterodimérica presente en
células presentadoras de antigenos (CPA) como los linfocitos B, células dendriticas y
macrofagos [151]. Se une a péptidos derivados de antigenos que fueron procesados
previamente por las CPA y los presenta a las células T CD4. Se ha observado una expresion
disminuida de MHC Il en células luteas bovinas en el embarazo que luego aumenta al
comenzar la regresion lutea [152], probablemente en respuesta a un aumento de
IFN-gamma, una citoquina proinflamatoria que participa en lutedlisis [153] y que ademas
induce la expresion de moléculas del MHC Il [154]. Se ha sugerido que un aumento en la
expresion de MHC 1l facilita la desaparicién del CL mediado por mecanismos de respuesta

autoinmune locales [155].
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Oosp1 y Rfpl4 son marcadores de ovocitos sobre-expresados en el OJP. Oosp1
(oocyte secreted protein 1) codifica una proteina no muy estudiada que se piensa que esta
implicada en la formacién de componentes de la zona pelucida [156]. Rfpl4 (Ret Finger
Protein Like 4A) codifica una proteina ligasa de ubiquitina E3 que regula la degradacién de
proteinas y la progresién del ciclo meidtico en ovocitos de ratén [157]. Ambos genes son
regulados positivamente por Nobox, un regulador transcripcional de homeodominio que se
expresa exclusivamente en ovocitos. Nobox esta implicado en la foliculogénesis temprana y
es considerado un marcador de reserva ovarica [158, 159]. El fenotipo ovarico de ratones
Nobox KO (-/-) es similar a la insuficiencia ovarica prematura en mujeres (IOP) [160],
caracterizada por el agotamiento de los foliculos y la pérdida de la funcién ovarica antes de
los 40 anos [159]. Estos antecedentes sugieren que Oosp? y Rfpl4 podrian ser genes
candidatos en la mantencién de la reserva ovarica.

Los marcadores del OSE, Upkib y Gpmé6a también se encontraron regulados
positivamente. Upk1b (uroplakin 1B) codifica para una proteina de la familia de las
tetraspaninas. No ha sido estudiado en el ovario, pero en la superficie apical del urotelio
forma parte de la placa urotelial, estructura que contribuye a la funcién de barrera de
permeabilidad urotelial [161]. La ablacion de Upk1b en el urotelio resulté en una morfologia
displasica con anisocariosis [162]. Gpm6a (glycoprotein mé6a) codifica para una glicoproteina
de membrana tetraspanina abundante en la superficie de las neuronas del sistema nervioso
central (SNC) [163] que participa en procesos como la formacion de filopodios, la extension
de neuritas y la sinaptogénesis [164]. Por otro lado, se ha descrito la presencia de filopodios,
microvellosidades y otros tipos de proyecciones citoplasmaticas en todo el OSE de ovarios
anovulatorios [165]. Esto podria suponer que la presencia de células con estas
especializaciones en el OSE de OJP -caracterizado por no ovular- seria mayor respecto a su

contraparte OJN y podria estar influenciado por una mayor expresion de Gpméa.
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9.4.2. Marcadores de expresion disminuida

Dos de los 3 marcadores mesenquimales generales que se expresaban
diferencialmente, se encontraron disminuidos en el OJP. Estos corresponden a Tcf21y Lum.
Tef21 (transcription factor 21) esta implicado en procesos de diferenciacion celular que
promueven fibrosis [166]. Por otra parte, Lum (lumican) es un proteoglicano que se une al
colageno en la matriz extracelular y regula su ensamblaje en el tejido conectivo. Aunque se
ha descrito que Lum se expresa en CG de foliculos en maduracion [71], este gen también se
expresa en fibroblastos que promueven acumulacion de colageno fibrilar [167].

Se detecté expresion reducida de Htra3 e Itih5, marcadores de células
esteroidogénicas estromales, un subtipo mesenquimal, que también expresa Tcf21. Htra3
(HtrA Serine Peptidase 3) codifica para una serina proteasa de elevada expresiéon en el
ovario durante el ciclo estral, en el Utero prefiado después de la implantacion y en la placenta
durante su formacion [168]. Se desconocen sus niveles de expresién en el ovario durante el
embarazo, pero en un ciclo no fértil aumenta su expresion en las células de la granulosa a
medida que madura el foliculo, alcanzando sus niveles mas altos en los foliculos de la etapa
tardia y en las células luteinizantes del CL, por lo que se cree que participa en la
foliculogénesis y en la luteinizacion [169].

Birc5 y Hmgb2, que corresponden a marcadores de subtipo CG mitéticas - y Birch
especificamente de antrales mitéticas- también estaban regulados negativamente en el OJP.
Birc5 (baculoviral IAP Repeat Containing 5) pertenece a la familia de genes inhibidores de la
apoptosis. Codifica para una proteina que tiene dos funciones basicas: la progresion del ciclo
celular y la inhibicion de la apoptosis [170]. En cuanto a Hmgb2 (High Mobility Group Box 2),
codifica para una proteina no histona que interactia con la cromatina de los cromosomas

mitoticos, posiblemente estabilizando su forma altamente condensada junto a H1 [171]. En el
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embarazo el desarrollo folicular se encuentra en un estado quiescente, por lo cual los genes

relacionados con la mitosis en CG disminuyen su expresion (ver seccion 9.6.1).

9.5. Funciones enriquecidas en los genes regulados positivamente en el OJP

Los 418 genes sobreexpresados en el ovario primiparo postparto fueron sometidos a
un analisis de vias candnicas (CP) y de ontologia génica (GO) que se muestran en las

Figuras 2 y 3, respectivamente.

9.5.1 Hemostasis (CP)

Esta via fue la mas enriquecida. Contenia 32 de los 418 genes sobreexpresados en el
ovario joven primiparo. Dos otras vias relacionadas se encontraron enriquecidas en el
analisis GSEA: platelet activation signaling and aggregation (17 genes) y response to
elevated platelet cytosolic Ca? (12 genes). La primera contenia a la segunda en su totalidad
respecto a la identidad de cada gen. De acuerdo a Reactome, |la hemostasis se define como
una respuesta fisiolégica que culmina en el arresto del sangramiento de un vaso sanguineo
dafiado. Normalmente el endotelio vascular se encuentra en un estado de equilibrio que
promueve la vasodilatacién y suprime la coagulacion evitando asi la agregacion plaquetaria
[172]. Se ha descrito que en el embarazo humano ocurre un aumento de los factores VI, X,
VIIl, del fibrinbgeno y del factor de Von Willebrand en la circulacion materna, lo que
disminuye las complicaciones hemorragicas asociadas al parto, pero que a su vez aumenta
entre 4-10 veces el riesgo de trombosis durante la gestacion y el post-parto [173]. El estado
de hipercoagulacién asociado al embarazo vuelve a la normalidad progresivamente después
del parto [174].

La expresion de genes asociados a hemostasia en el ovario postparto sugiere una
relacion con el fenédmeno de angioregresion que se produce durante la luteolisis [32]. Dentro

los genes mas relevantes fueron detectados SERPINB2, alias PAI-2 (inhibidor-2 del activador
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de plasmindgeno), que aumenta en suero durante el embarazo, y es el principal responsable
de los cambios hemostaticos ocurridos durante este periodo [173]. PAI-2 regula
negativamente la fibrindlisis inhibiendo la conversion de plasminégeno en plasmina, una
enzima proteolitica que degrada la fibrina presente en los coagulos [46]. SERPINB6 codifica
para un inhibidor de un amplio espectro de serina proteasas, incluyendo la trombina [175],
una proteasa que cataliza la conversion de fibrinégeno en fibrina [176]. THBD codifica para
trombomodulina, un receptor de membrana presente en las células endoteliales que al unir
trombina regula negativamente la hemostasis, promoviendo la activacion de la proteina C
que degrada los factores de coagulaciéon impidiendo la generacién de trombina [177].
Durante la gestacion también aumentan los niveles plaquetarios para su accion ante el
desafio hemostatico del parto [173, 174]. Dentro de los genes relacionados con la funcion
plaguetaria encontramos PF4, que codifica para el factor plaquetario 4, un factor
quimiotactico de neutrdfilos liberado de los granulos alfa de plaquetas activadas durante la
agregacion plaquetaria [178] y SDC1, que codifica para sindecan-1, un proteoglicano de la
superficie celular endotelial que contribuye al anclaje de las fibras del factor de Von
Willebrand, promoviendo la captura de plaquetas en la cascada de coagulacion [179]. Estos
datos también podrian sugerir la participacién del ovario en la normalizacion del estado de

hipercoagulacién descrito en dias posteriores al parto.

9.5.2. Inmunidad (CP)

Aqui se incluyeron las vias Innate Immune System (41 genes), Cytokine signaling in
immune system (30 genes) y Adaptive Immune System (27 genes) que se muestran en la
Figura 2. Los genes (PSMD12, SKP1, UBE2D3, HLA-E) estaban incluidos en las 3 vias. En
el sistema inmunoldgico reproductivo, procesos como la ovulacion, implantacion, la

regresion lutea y el parto son considerados de naturaleza inflamatoria. Los receptores
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Toll-like, los macrofagos y las células NK son los principales actores de la inmunidad ovarica
y uterina [180].

Una serie de genes asociados a la cascada de receptores Toll-like se encontraron
sobre-expresados en el ovario postparto (DDX3X, SKP1, UBE2D3, USP14, MAP2K1,
RPS6KA2, DUSP6, DUSP4, IKBIP, PELI1, LY96 y CTSB). Los TLR se localizan en la
membrana celular de algunas células inmunes como macréfagos y células dendriticas [181],
y alli intervienen en la deteccion de senales de peligro relacionadas con la infeccion o el
dafio tisular. Dichas sefiales se denominan patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs) [181]. El cuerpo lateo en
degeneracion constituye una fuente de DAMPs para activar estos receptores. Los TLRs
podrian estar involucrados en la lutedlisis ya que se ha observado un aumento en la
expresion génica de TLRs en la regresiéon del cuerpo luteo bovino que se correlaciona
positivamente con la expresion de citoquinas proinflamatorias luteoliticas [182].

Por otro lado, se observé un aumento -probablemente compensatorio- de genes que
codifican proteinas que podrian participar en la resolucion de la inflamacion generada en la
lutedlisis. Las macrofagos tipo M2 suprimen la inflamacion y promueven la reparacion del
tejido danado al liberar IL-10 y TGF-B [183]. Dentro de nuestros resultados, las vias de IL-10
(ILT0RB, JAK1, STAT3) y de TGF-B (TGF-BETA receptor signaling, Figura 2) estaban
enriquecidas. Por su parte, el antagonista del receptor de interleuquina 1 (/L71RN) cuya
funcién es contrarrestar la inflamacién sistémica descontrolada provocada por la IL-1 [184],
también se encontrd sobreexpresado .

En la mujer post-parto ocurre una disminucién en la citotoxicidad de las células NK
[185]. La regulacion de este proceso es compleja, pero se sabe que la union de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC 1) de las células diana con el
receptor inhibidor de las células NK, reprime su accién efectora [186]. Nuestros resultados

coinciden con este aspecto regulatorio, ya que se ha descrito un aumento en la expresioén del
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gen HLA-E, que codifica para el MHC |, y de CLEC2D, un receptor de KLRB1 que protege

las células diana contra la lisis mediada por células NK [187].

9.5.3. Matrisoma (CP)

Otra de las funciones enriquecidas fue matrisome (34 genes). Para este analisis, GSEA
extrae la informacion desde la base de datos https:/matrisomedb.org/. Se define matrisoma
como el conjunto de genes que codifican proteinas de la matriz extracelular y proteinas
asociadas a la matriz extracelular. El ovario es un 6rgano altamente dinamico, que esta
sometido a ciclos repetitivos de procesos de maduracién e involucién, lo que implica una
reorganizacion continua de su matriz extracelular (MEC) [188]. El desarrollo folicular se
encuentra detenido debido a la regulacidon negativa que ejerce la P4 sobre la liberacién de
gonadotropinas [41]. Estudios biomecanicos del ovario afirman que la rigidez de la MEC
ovarica mantiene los foliculos en reposo, limitando la expansion del foliculo y por ende, la
maduracioén del ovocito [189]. En nuestros resultados destacan genes que participan en la
deposicion de matriz fibrosa (TIMP3, PCOLCE2 y BMP6). TIMP3 codifica para el inhibidor
tisular de metalopeptidasa 3, que forma complejos con algunas metalopeptidasas y las
inactiva irreversiblemente [48]. El gen PCOLCEZ2 (Procollagen C-Endopeptidase Enhancer 2)
codifica para una proteina que promueve la hidrdlisis del propéptido C de los procolagenos-|
y -lll generando mondmeros maduros de triple hélice capaces de formar fibrillas [190]. BMP6
codifica para la proteina morfogénica 6sea 6 que estimula la diferenciacién de células
mesenquimales (estromales/troncales) a fibroblastos [191].

Respecto al CL, se ha descrito que durante la lutedlisis existe una expresion
coordinada de proteasas que degradan la MEC vy sus inhibidores [192]. En este sentido,
MMP10 (ver seccion 9.1) y TIMP3 podrian desempefiar un papel en este proceso. De hecho,
el nivel de expresion de TIMP3 ovarico aumenta en el CL regresivo [192]. Los componentes

del sistema del activador del plasminégeno (PA) juegan un rol importante en la fisiologia
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ovarica [193] y también participan en la lutedlisis, momento en el cual aumenta la expresion
ovarica de PA y de su inhibidor, PAI-1 [194]. PA participa en la degradacion de la MEC a
través de activacion de plasmina, que ademas de degradar la fibrina (ver seccion 9.5.1), es
capaz de escindir el propéptido de algunas pro-MMP y asi iniciar su activacion [195]. EI PA a
su vez es regulado por sus inhibidores PAI-1 y PAI-2 [196]. Es de destacar que este ultimo
gen también se encuentra sobre-expresado en el OJP (ver seccion 9.5.1).

Por otra parte, en el ovario postparto también observamos un aumento en la expresion
de SDC1 (syndecan-1) y de GPC4 (glypican-4), genes que codifican para proteoglicanos de
heparansulfato. GPC4 se expresa en las células del cumulo y constituye un marcador de la
calidad del ovocito. Tanto SDC1 y GPC3 -estructural y funcionalmente similar a GPC4- se
han encontrado en bajos niveles en el liquido folicular de mujeres con reserva ovarica
reducida que se sometieron a fertilizacion in vitro [197]. El heparansulfato y otros
glicosaminoglicanos enlazados a proteoglicanos, se encuentran como aniones a pH
fisioldgico, lo cual facilita la retencion de agua, el transporte de nutrientes, la estructura de la
matriz y su integridad mecanica [198]. La sobreexpresion de estos proteoglicanos en el
ovario post-parto contribuiria al mantenimiento de la reserva ovarica. De hecho, se observé
una mayor reserva ovarica por efecto de la paridad en mujeres en edad fértil [199] y en
ratones hembra a edad estropausica (16 meses) el recuento de foliculos residuales fue
significativamente mayor en ovarios de ratones multiparos frente a ovarios de ratones
nuliparos [39]. Estos hallazgos sugieren que el embarazo, modulando la composicion de la
MEC ovarica, podria minimizar la pérdida natural de foliculos durante la vida reproductiva

hasta la postmenopausia.

9.5.4 Apoptosis (GO)

Uno de los términos GO mas enriquecidos dentro de los genes sobre-regulados en el

ovario postparto fue apoptotic process (65 genes). La muerte celular programada a lo largo
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de la vida reproductiva es un componente esencial del desarrollo y la funcién ovarica [200].
La atresia folicular y la regresién lutea son procesos de muerte celular. La lutedlisis
estructural, que incluye una angiorregresion y pérdida de la integridad del cuerpo luteo,
implica la muerte celular de células endoteliales y luteales [32]. La informacién disponible
sobre la regresion estructural del CL es diversa, por lo que el mecanismo exacto no se
conoce del todo. Sin embargo, se han identificado tres factores mediadores de la muerte
celular ovarica en roedores: citoquinas, Fas/FasL y caspasas [28]. En un estudio sobre la
regresion del CL murino en cultivo se observé que las citoquinas IFN-gamma y TNF-alfa
estaban implicadas en la activacion de la apoptosis mediada por Fas/FasL, al inhibir la
expresion de FasB, un agente anti apoptdético que se une a FasL [153]. En otro estudio de
regresion en CL de rata, el TNF-alfa activo la via de las caspasas [201], proteinas clave en la
transduccién y ejecucién de la sefial apoptética.

Durante la gestacion en ratas, el CL experimenta una reduccion importante de tamafo
desde los 4 dias previos al parto en forma simultanea a una disminucién de la produccion de
P4. Hacia el dia 3 post-parto se observé un aumento de 3-4 veces en la fragmentacion del
DNA -una medida de muerte celular apoptética- en relacién a la regresion pre-parto [202].
Esto podria dar cuenta del gran niumero de genes apoptéticos en nuestros resultados,
algunos de ellos son CSTB, BAP31y TRAF7. CSTB codifica para la proteasa catepsina B,
una proteina involucrada en la muerte de células endoteliales humanas mediada por
TNF-alpha e IFN-gamma [203]. Este antecedente sugiere que Ctsb podria participar en la
angioregresion del CL. Ademas, también actua en la apoptosis de células de la granulosa de
ratones a través de la via TNF-alfa, caspasa 8 y caspasa 3 [204]. Esta ultima se activa en la
lutedlisis de ratas prefiadas [28]. EI BCAP31 codifica una proteina transmembrana del RE
que participa en la apoptosis mediada por Fas y caspasa 8 [205]. TRAF7 codifica el Factor 7

asociado al receptor del factor de necrosis tumoral, que funciona como un mediador de las
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sefales del TNF sobre su receptor [206], ademas se ha informado su participacion en la via
de transduccion de los TLR [207].

Algunos autores han descrito la existencia de un CL postparto “lactante” en la rata, que
presenta una mayor resistencia a la apoptosis por efecto de la prolactina circulante en
animales que amamantan frente a los que no lo hacen [208]. Especificamente, el numero de
células apoptoticas se mantiene bajo hasta el dia 9 post-parto en ratas que amamantan,
mientras que las ratas que no amamantan reanudan los ciclos ovulatorios después del parto
y experimentan aumentos transitorios en el numero de células apoptdéticas del CL
gestacional. En consistencia con nuestros datos, prolactin signaling pathway fue una de las
vias de senalizacion significativas en el ovario postparto (Figura 2), con 7 genes.
Notablemente, dos genes de la via de senalizacion de PRL, Jak1y Stat3 [209], son parte de
estos 7 genes. Un tercer gen, Cish (cytokine-inducible SH2-containing protein), ha sido
descrito como un regulador negativo de la sefializacion de prolactina -y algunas citoquinas- a
través de la via analoga JAK-STAT5 [210]. Esto coincide con el hecho de que Akr1c18, que
codifica la enzima 20a-HSD esté elevado (ver seccion 9.3), ya que durante la lutedlisis
funcional la PGF2a promueve la expresion de Akr1c18 y reprime la expresion del Prir, el
receptor de PRL (ver seccién 4.3).

Dentro de los genes clasificados como apoptoéticos también encontramos algunos que
inhiben la proliferacion celular (DDX3X, CDKN1A y TP53INP1). El gen DDX3X es miembro
de la familia de proteinas DEAD-box, codifica una ARN helicasa multifuncional dependiente
de ATP, que entre varias funciones, regula positivamente la transcripcion de CDKN1A [211].
A su vez, la proteina codificada por CDKN1A (cyclin dependent kinase inhibitor 1), participa
en la inhibicion de la proliferacion celular mediada por p53/TP53 en respuesta al dafio del
ADN [212]. Este gen se expresa en el ovario de rata, principalmente en CG, y participa en la
detencion del ciclo celular [87]. TP53INP1, que codifica para la proteina nuclear 1 inducible

por p53, tiene actividad antiproliferativa, proapoptética y antioxidante [213]. El estrés
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oxidativo, producto de un desbalance de los niveles de especies reactivas de oxigeno, es un
fendmeno desencadenante de la lutedlisis [41]. De los 65 genes clasificados en apoptotic
process, 11 fueron ademas clasificados en response to oxidative stress (GO:0006979) y de
éstos 11, 5 en response to hydrogen peroxide (G0O:0042542). Por ultimo, otros 4 genes
(GGCT, OSGIN1, SELENOK y TXNDC12) tienen roles en situaciones desbalance oxidativo

celular, aunque no aparecen indexados en funciones afines a estrés oxidativo en GO.

9.5.5 Transporte vesicular (GO y CP)

El tema transporte vesicular comprende el conjunto de genes reunidos en los términos
GO intracellular transport (62 genes), vesicle mediated transport (57 genes), secretory
vesicle (46 genes), Endosome (41 genes). Los genes PICALM, RAB10, VTI1B y RAB5C
estaban incluidos en estos 4 términos GO. El cuerpo luteo es una glandula endocrina
transitoria que cumple importantes funciones secretoras durante el ciclo estral y el embarazo.
Es responsable de la secrecion de hormonas esteroides, como P4 y estradiol, hormonas
peptidicas como la relaxina y agentes vasoactivos como prostaglandinas y VEGF [214]. En el
CL ovino se ha identificado una relacién entre la secrecion de P4 vy la liberacién de granulos
secretores desde el Golgi en respuesta a la LH, lo que sugiere que estos granulos o
vesiculas contendrian una proteina transportadora de P4 [215], que bien podria ser CBG,
codificada por Serpina6 (ver seccién 9.1). Ademas, se sabe que la relaxina se acumula en
granulos secretores a lo largo del embarazo [216].

Nuestros resultados muestran un aumento en la expresién de genes relacionados con
el transporte de colesterol y con el transporte mediado por vesiculas. Algunos de ellos son
LHCGR, NPC2, PGRMC1, BECN1, RAB10, RAB5C y RAB9A. La gonadotropina FSH induce
la expresion ovarica del receptor de LH, LHCGR. Ademas de estimular la ovulacion, la LH es
uno de los mas importantes factores luteotrépicos y reguladores de la actividad metabdlica,

particularmente lipidica, de la autofagia y de la homeostasis mitocondrial y lisosomal del CL
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[217]. El gen NPC2 (Niemann-Pick C2) se expresa en las células de la teca y luteas del
ovario murino [218]. Codifica para una proteina lisosomal que promueve la salida del
colesterol desde el lumen lisosomal hacia la superficie a través del glicocalix [219]. Participa
en el trafico de colesterol ovarico para su uso como precursor de la sintesis de hormonas
esteroides [218]. De forma similar, las diversas funciones de PGRMC1 (Progesterone
Receptor Membrane Component 1) incluyen su participacién en el transporte de colesterol, la
activacion de varias enzimas CYP450 esteroidogénicas, y la sintesis del progestageno
pregnenolona a partir del colesterol [220]. RAB10 (RAB10, Member RAS Oncogene Family),
RAB5C (RAB5C, Member RAS Oncogene Family) y RAB9A (RAB9A, Member RAS
Oncogene Family) codifican miembros de las familia Rab, pequefias GTPasas de la
superfamilia Ras que son reguladores maestros de la exocitosis y el trafico intracelular de
vesiculas [221].

BECN1 (Beclin1) codifica una proteina que desempefia un papel central en la autofagia
[222]. Este proceso celular implica el reciclaje de proteinas y organelos con el objeto de
mantener la homeostasis y el balance energético celular [223]. Cuando se suprimio
dirigidamente la expresion Becn1 en las CG -precursoras de células luteales- de ratones
hembra prefiados, se observé niveles bajos de P4 que indujeron un parto prematuro. Esto
demuestra un papel crucial de la autofagia mediada por Becn? en la sintesis de P4 y el
mantenimiento del embarazo [224]. El proceso mediante el cual un autofagosoma entrega
microgotas de lipidos a los lisosomas se denomina lipofagia, y su fin es acumular una
importante reserva de colesterol para la esteroidogénesis [225].

Otros aspectos del rol de Becn1 en la autofagia se asocia a la mantencion de la
reserva ovarica y a la atresia folicular. En los ovarios de animales Becn1 (+/-) se observo una
reduccion del 56% de células germinales en comparacion con los ovarios de ratones WT en
el dia 1 postnatal [226]. Por lo tanto, la autofagia pareciera ser un mecanismo de

supervivencia celular de las células germinales femeninas con el propdsito de mantener la
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reserva ovarica de foliculos primordiales. Recientemente se ha demostrado que la autofagia
regulada por Becn1 también participa en la atresia folicular, favoreciendo la mantencién de
foliculos primordiales sanos [227]. La atresia folicular es un proceso natural mediante el cual
los foliculos ovaricos inmaduros se degeneran y es una de las causas principales de la
disminucion natural de la reserva ovarica con el paso de la edad [228]. Estos datos sugieren
fuertemente que el papel de Becn1 es esencial en el mantenimiento de la funcion ovarica.

Una via candnica enriquecida y relacionada al transporte vesicular fue translocation of
GLUTH4 to the plasma membrane (7 genes). Algunos de los genes presentes en esta via son
TUBAS8, RAB10, YWHAZ, YWHAE y PRKAG2. El producto codificado por TUBA8, Tubulina
Alpha 8, es el principal constituyente de los microtubulos, que son las proteinas motoras
responsables del trafico de GLUT4 a la membrana en respuesta a la insulina [229]. RAB-10
codifica una Ras GTPasa reguladora del transporte de vesiculas enriquecidas del
transportador GLUT4 desde la red trans-Golgi (TGN) a la membrana plasmatica [221]. Por su
parte, YWHAZ y YWHAE codifican proteinas pertenecientes a la familia 14-3-3, que juegan
un papel importante en la translocacion de GLUT4 al interactuar con AS160 [230], una
proteina activadora de Rab-GTPasa que activa RAB10 [231]. PRKAG2 codifica para una
subunidad de unién a AMP/ATP de la proteina kinasa activada por AMP (AMPK), una
proteina que sensa el estado energético celular y que puede mejorar la sensibilidad a la
insulina [232].

La sobre-expresion de los genes mencionados tiene directa relacion con cambios en la
homeostasis de la glucosa materna que se evidencian hacia el final del embarazo. A pesar
de que existen niveles elevados de insulina y una mayor produccién de glucosa por parte del
higado, durante la gestacién se ha observado un estado de hipoglucemia [233]. Un estudio
aplicando la técnica de pinza euglucémica-hiperinsulinémica comparo las tasas de consumo
de glucosa de diferentes tejidos entre ratas prefiadas y virgenes. En ratas prefadas se

observé una disminucién del consumo de glucosa en los tejidos adiposo blanco y muscular
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esquelético respecto a las virgenes. El consumo de glucosa fetal representé un 23% del
consumo total de glucosa materna en el estado basal, mientras que durante Ila
hiperinsulinemia, hubo un aumento del 30% en la tasa de consumo de glucosa placentaria
[234]. Esto implica una resistencia a la insulina en el tejido muscular y adiposo para destinar
una mayor cantidad de glucosa al consumo fetoplacentario [233]. Si bien no existen datos
sobre las tasas consumo de glucosa por parte del ovario durante la gestacion y el parto
subsiguiente, es razonable predecir que las actividades metabdlicas de sintesis, transporte y
secrecion de hormonas esteroidales y su precursor colesterol, la produccién de hormonas
peptidicas, la remodelacién de la MEC, la inflamacion y los procesos de angioregresion,
autofagia y apoptosis requieren un aporte energético en términos de combustibles celulares
[235] que, en consistencia con nuestros datos, implicaria un mayor ingreso y consumo de

glucosa por el OJP en relacion al OJN.

9.6. Funciones enriquecidas en los genes regulados negativamente en el OJP

9.6.1. Ciclo Celular (CP y GO)

Se asignod el tema ciclo celular al conjunto de términos y vias canédnicas cell cycle (GO,
36 genes) cell cycle® (CP Reactome, 21 genes), G1 to S cell cycle control (5 genes),
synthesis of DNA (6 genes) y cell cycle® (CP KEGG, 6 genes) enriquecidas en los genes
sub-expresados en el OJP. Synthesis of DNA esta contenido en su totalidad en la via cell
cycle?. Algunos procesos ovaricos donde se activan estas vias son la foliculogénesis -que
requiere la proliferacién de CG- y la ovulacion, donde el OSE prolifera para reparar el dafo
mecanico generado por el paso del ovocito, la ruptura del foliculo antral y la exposicion al
liquido folicular [236]. Por otra parte, sélo durante las primeras fases de la luteinizacién hay
proliferacion de las células endoteliales y de la granulosa y teca donde estas ultimas

contintan diferenciandose hacia células luteales para constituir el cuerpo luteo [17]. La
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foliculogénesis y la ovulacién se encuentran en pausa en el ovario postparto mientras que la
luteinizacién ya ha ocurrido. Nuestros datos provienen de comparar el ovario posparto frente
a un ovario nuliparo en la fase de diestro del ciclo estral, donde esta ocurriendo al menos
uno de los procesos proliferativos ya mencionados.

Dentro de los genes sub-expresados encontramos varios genes esenciales en la
progresion del ciclo celular y meiosis, algunos de ellos son RRM2, CDC25C, CDCAS3, NINL,
NEK9 y CDK5RAP2. RRM2 (Ribonucleotide Reductase Regulatory Subunit M2) codifica para
la subunidad regulatoria de la ribonucledtido reductasa, la enzima esencial para obtener
desoxirribonucleétidos (ANTPs) a partir de ribonucleétidos. Los dNTPs son los precursores
de la sintesis y reparacion de DNA [237]. Por otra parte, CDC25 (Cell Division Cycle 25C)
codifica para una tirosina fosfatasa que desfosforila a CDK1, promoviendo su actividad
quinasa, que es crucial para la progresion del ciclo celular. De igual forma, CDCA3 (Cell
Division Cycle Associated 3), codifica para una proteina del complejo ubiquitina-ligasa E3
que regula positivamente el inicio de la mitosis mediante la ubiquitinacion y degradacién de la
proteina quinasa WEE1 [238], cuyo rol es regular negativamente la transicién de G2 a M al
fosforilar a CDK1 [239]. NINL (Ninein Like) codifica para una proteina centrosomal que
participa en la organizacion de los microtubulos en la interfase y que una vez iniciada la
mitosis, es desplazada del centrosoma para formar un andamio mitético que posee una
actividad optimizada de nucleacién de microtubulos para iniciar la division celular [240].
Apoyando el proceso anterior, la proteina codificada por NEK9 (NIMA Related Kinase 9),
promueve la separacion de los centrosomas y la configuracion bipolar del huso mitético
[241]. Por otro lado, CDK5RAP2 (CDK5 Regulatory Subunit Associated Protein 2) es una
proteina que participa en la regulacién del huso meidtico en los ovocitos preovulatorios [109].
La disminucion uniforme en la expresion de una variedad de genes involucrados en el ciclo
celular, da cuenta de un estado de quiescencia folicular y anovulacién del ovario post parto

previamente observado en ratas que amamantan [141].
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9.6.2. Mitocondria (GO)

Mitochondrion (42 genes) fue el término GO mas enriquecido en los genes
sub-expresados en el OJP. Los genes MRPS11, MRPS21 y TUFM codifican para proteinas
del ribosoma mitocondrial en tanto que ACAA2, ACAD10, ACAD8 y ACOT13 participan en la
B-oxidacién de acidos grasos. En particular ACAD8 ademas participa en el metabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada y COQ6 y COQ9 en la biosintesis de ubiquinol. En tanto,
las funciones de ETFB y NDUFAS8 se relacionan a la cadena de transporte de electrones,
localizada en la membrana mitocondrial interna. El transporte de electrones acoplado a la
fosforilacion oxidativa, constituye la principal fuente celular de ROS a través de una
reduccion incompleta de oxigeno molecular [242]. La mitocondria también es sensible al
estrés oxidativo, por lo que cuenta con un sistema de defensa compuesto por enzimas y
antioxidantes no enzimaticos que modulan la produccién y eliminacion de ROS,
respectivamente [242].

El aumento de ROS mitocondriales puede inducir la apoptosis y autofagia celular [243].
De hecho, uno de los eventos iniciales de la lutedlisis es la generacién y acumulacién de
ROS que finalmente culminan con la muerte de células luteales [41, 244]. Aunque el
mecanismo exacto de generacion intracelular de ROS en la regresiéon del CL no ha sido
aclarado completamente, se ha observado un aumento de los niveles de ROS ftras el
tratamiento con el agente luteolitico PGF2a en cultivos de células luteales de rata [245].
Ademas, otros estudios de expresion génica confirmaron la disminucién de la expresiéon de
genes antioxidantes inducida por PGF2a al final de la gestacion [41]. Por otro lado, el ADNmt
por su proximidad a la cadena transportadora de electrones, es particularmente susceptible a
sufrir dafio por ROS [246], por lo que esto puede influir negativamente en la transcripcion

génica de genes mitocondriales.
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La represion de los genes mencionados en el ovario post parto da cuenta de una
defensa antioxidante deficiente ante un aumento de ROS. Algunos de ellos son COQ§,
COQ9, MPV17, PAM16 y NDUFAS8. Las proteinas codificadas por COQ6 (Coenzyme Q6,
Monooxygenase) y COQ9 (Coenzyme Q9) participan en la biosintesis de la Coenzima Q
(Coq), también llamada ubiquinona [247, 248]. La Coq, presente en todas las membranas
celulares eucariotas [249], es un componente clave de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial y uno de los antioxidantes lipofilicos mas eficientes en la proteccion
del dafo celular causado por ROS [250]. COQ6 es una monooxigenasa dependiente de FAD
que forma una cavidad orientando al precursor de Coq altamente hidrofébico hacia el sitio
catalitico de la enzima [247]. COQ9 es una proteina mitocondrial que une lipidos y coordina
la sintesis de Coq a través de la unién con la hidrolasa COQ7 formando un heterodimero
COQ7:COQY9, y sucesivamente un tetramero que deforma la membrana y genera una via
para que los precursores hidrofébicos de Coq se transloquen desde la bicapa hacia los sitios
de union a lipidos de las enzimas [248]. Por otro lado, MPV17 (Mitochondrial Inner
Membrane Protein MPV17) codifica para una proteina que funciona como un canal no
selectivo de la membrana mitocondrial interna regulando el potencial de membrana en
condiciones normales o de estrés oxidativo [251]. También mantiene la homeostasis del ADN
mitocondrial [252]. PAM16 (Presequence Translocase Associated Motor 16) codifica una
proteina mitocondrial que regula la importacion de proteinas mitocondriales codificadas
nucleares a la matriz [253]. PAM16 también controla la produccion de ROS a través de un
aumento en la actividad de los complejos de la cadena transportadora de electrones y reduce
la acumulacion de ROS mejorando la actividad de enzimas antioxidantes [254]. NDUFA8
(NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A8) codifica para una subunidad estructural del
complejo |, la NADH deshidrogenasa, que transfiere los electrones del NADH a la cadena
respiratoria [255]. Una disminucion en la expresion de NDUFA8 se ha asociado a un

aumento de ROS e inestabilidad de la funcién mitocondrial [256]. Como se menciond en la
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seccion 9.5.4, el proceso de muerte celular continia después del parto, por lo que esta
expresion reducida de genes mitocondriales podria relacionarse a un incremento de ROS,

que a su vez podrian generar dafio en el ADNmt.

9.7 Comparacion entre los GED de ovarios a edad fértil (OJP-OJN) con los GED de

ovarios a edad post-reproductiva (OVM-OVN)

El ultimo objetivo de esta Tesis fue estudiar si el efecto de la prefiez -en términos de
expresion génica ovarica- se mantiene en el largo plazo, es decir si es detectable en la edad
post-reproductiva. Hasta este punto, hemos visto que el parto promueve una gran diversidad
de cambios en la expresidn génica ovarica. Cabe preguntarse si estos cambios persisten, se
atenuan o se pierden en el transito desde la edad fértil a la edad menopausica. Dadas las
similitudes del proceso de envejecimiento ovarico entre humano y ratén y la alta
conservacion a nivel del genoma y transcriptoma entre ambas especies, las alteraciones
producidas por la prefiez y que persisten durante el envejecimiento en el modelo murino
estudiado en esta Tesis podrian tener implicancias en la biologia del ovario humano
post-menopausico, y por lo tanto contribuir a conocer la base genética-molecular del efecto
protector del embarazo sobre el riesgo de CO.

Para responder esta pregunta se compararon los 692 GEDs entre ovarios a edad fértil
(OJP vs OJN) con los 308 GEDs en la etapa post-reproductiva (OVM vs OVN). En la Figura
6A se observa que 26/692, es decir solo un ~3,8% de los GEDs por efecto del parto en
ovarios de edad fértil se perpetua en el ovario envejecido. De ellos, sélo siete conservan el
sentido de su expresion. La identidad y la funciéon de esos 26 genes se muestra en la Tabla

5.
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9.7.1. Genes que conservan su regulacién positiva a largo plazo

Tgif1 y E330034G19Rik conservaron su regulacion positiva. Tgif1 es un correpresor
transcripcional de Smad [257]. Los Smads son factores de transcripcion activados por
miembros de la familia del TGF-beta que participan en el desarrollo folicular [258]. Otra
funcion de Tgif1 en el ovario es la inhibicién de la fosforilacién de Smad2/3, lo que a su vez
afecta la transcripcion de genes relacionados con la esteroidogénesis en las CG [102].
E330034G19Rik es un gen especifico de ovocitos [259] y se cree que participa en la
maduracién meidtica [111]. Su expresion es regulada positivamente por Figla [259], un factor
de transcripcién esencial para la formacion de foliculos primordiales, considerado un
marcador de reserva ovarica [159]. Se ha observado que una sobre-expresion de un
miembro de la familia TGF-beta conduce al agotamiento prematuro de la reserva folicular
[260], mientras que las mutaciones heterocigotas de Figla se asocian a mujeres con
insuficiencia ovarica prematura [261]. Considerando que la reserva folicular ovarica decae
naturalmente con la edad, la expresion en el largo plazo de estos dos genes en un ovario
que experimentd gestacion y parto, permite sugerir un rol indirecto en la retencién de una
mayor reserva ovarica residual en la condicién de paridad. Definimos reserva ovarica
residual a los foliculos primordiales que persisten después de la menopausia [262], o de la

estropausia en roedores.

9.7.2. Genes que conservan su regulaciéon negativa a largo plazo

Por otra parte, Kctd14, Mmd2, Acaa2, Mapt y Gucyla3 conservaron su regulacion
negativa. Kctd14 se expresa especificamente en las CG del foliculo pre-antral y solo en las
células del cumulo de foliculos antrales mas grandes [44]. Se desconoce su funcion, pero es
posible que esté relacionada con el desarrollo folicular, ya que se regula negativamente por

la hormona antimulleriana (AMH) [68], que es producida por células funcionales de la



64

granulosa para inhibir la foliculogénesis y prevenir la ovulacion. AMH ademas se utiliza como
marcador sérico de la reserva ovarica funcional [263].

Mmd2, alias Paqr10 (progestin and adipoQ receptor 10) es una proteina del aparato de
Golgi que mejora la retencién y activacion de la cascada de senalizacion de Ras, y la
consecuente activacién de la sefalizacion de ERK [76]. Las proteinas Ras son pequeias
GTPasas de membrana que transmiten sefales extracelulares que median supervivencia,
proliferacion y diferenciacion celular [264, 265]. En las CG de los foliculos preovulatorios, la
LH induce la activacién de Ras y la via ERK1/2 (quinasas 1 y 2 reguladas por senales
extracelulares), también conocida como MAPKS3/1 (proteina quinasa 3 y 1 activada por
mitdégenos), lo que conduce a la maduracion preovulatoria y la ovulacion [266].

El gen Acaa2 (acetyl-CoA acyltransferase 2) codifica para la enzima que cataliza la
ultima reaccion de la via de la B-oxidacion de acidos grasos, para producir acetil-CoA que
luego ingresa al ciclo de Krebs para la produccion de ATP. Acaa2 aumenta su expresion en
las células del cumulo durante la maduracién del ovocito, probablemente en respuesta a LH
[92]. Los genes sub-expresados previamente descritos podrian definir un efecto protector
atribuible al embarazo que previene el desarrollo folicular y la ovulacién, resultando en una

mayor preservacion de la reserva folicular.

10. Conclusiones

Cerca de 700 genes se identificaron en el analisis comparativo del transcriptoma
ovarico entre ratones hembra primiparos y nuliparos de edad adulta fértil. La subsecuente
caracterizacion de las vias candnicas y de ontologia génica enriquecidas en dichos genes
reveld6 una diversa gama de diferentes procesos bioldgicos entre estos dos estados
reproductivos, que dan cuenta del efecto a corto plazo de la gestacion y del parto.

El perfil de expresion génica del ovario postparto primiparo reflejé claramente una serie

de eventos relacionados con la lutedlisis funcional y estructural, caracterizada por la
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disminucion de la esteroidogénesis, la degradacién enzimatica de P4, los procesos de estrés
oxidativo, apoptosis y autofagia, la regulacion de la inflamacion, la remodelacion de la MEC
ovarica y la detencion del desarrollo folicular. En el ovario postparto también se observaron
genes cuya expresion indica la persistencia de funciones relacionadas a la gestacién en un
contexto sistémico. Estos se relacionan a la hemostasia, la angiogénesis, la secrecién
hormonal, la sensibilizacion a la insulina y la sefalizacién de prolactina. Por otro lado, se
sub-expresaron genes relacionados con la progresion del ciclo celular que, en el contexto del
embarazo y el post-parto, sugieren un estado de quiescencia proliferativa en el desarrollo
folicular, la luteinizacion y la reparacion por ruptura del OSE tras la ovulacion. El analisis de
tipos celulares sugirié enriquecimiento de marcadores ovocitarios, de CG -particularmente
atrésicas- y de células mesenquimales -principalmente fibroblastos-, mientras que la
proporcion de células estromales esteroidogénicas se vio reducida. De especial interés fue la
identificacion de los genes Oosp1, Rfpl4, SDC1, GPC4, BECN1, Tgif1, E330034G19Rik y
Kctd14 asociados con la mantencion de la reserva folicular expresados diferencialmente por
efecto de la paridad a corto plazo en edad adulta.

Una pequefia parte de expresién génica ovarica inducida por la prefiez en edad fértil se
mantuvo a largo plazo en el ovario multiparo envejecido. En este sentido, s6lo un 3.8% (26
genes) de los GEDs del OJP coincide con los GEDs de OVM, dentro de los cuales solo siete
genes conservan el sentido de su expresion. El resto de los GEDs inducidos por el embarazo
a edad adulta aparentemente se pierde en la transicion hacia edad post-reproductiva. Sin
embargo, es de destacar que la expresion de Tgif1 y E330034G19Rik se mantuvo regulada
positivamente y Kctd14 negativamente al alcanzar la edad estropausica del ratén. La funcion
reportada de estos genes permite sugerir que el efecto protector del embarazo a largo plazo
se relaciona con la restriccion de desarrollo folicular y la consecuente mantencion de una

mayor reserva ovarica folicular residual en la condicién de paridad.
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Una limitacion del estudio fue el fendbmeno de la lutedlisis reciente en el ovario
post-parto. Este proceso conduce a cambios drasticos en la expresién de multiples genes
ovaricos que pueden sobresalir 0 superponerse a los cambios especificos asociados al
embarazo que se mantienen o se alteran en el envejecimiento ovarico.

Considerando el impacto significativo de la lutedlisis y el probable efecto protector mediado
por la preservacion de la reserva folicular, para una futura investigacion seria recomendable
un intervalo de tiempo entre el postparto y el analisis transcriptémico ovarico ademas de una
caracterizacion funcional o fenotipica de la reserva ovarica residual en ambas condiciones de
paridad. Esto podria entregar datos valiosos acerca del efecto protector del embarazo ante el

desarrollo del CO.
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