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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una patologia que afecta directamente
la homeostasis endometrial, debido a la pérdida de la funcion normal del ovario. Se ha
sugerido un aumento en la sensibilidad a la accién de los esteroides ovaricos en
mujeres con esta patologia, lo cual podria llevar a que factores de crecimiento que
responden a las hormonas esteroidales, como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), poderoso angiogénico, y el factor de crecimiento nervioso (NGF), por
medio de su receptor trkA, alteren su expresion. Ambos factores participan en la
angiogénesis y dada la gran vascularizacion del endometrio, participarian en la

regulacion de la funcion endometrial, junto a otras moléculas.

El objetivo de este trabajo es determinar si existen diferencias en los niveles de
VEGF, NGF y de su receptor de alta afinidad, trkA, en endometrios de mujeres con
sindrome de ovario poliquistico, respecto a los endometrios de mujeres controles. Para
esto, se evalud la localizacién y tipo de tincién a través de inmunohistoquimica para
VEGF, NGF y trkA con anticuerpos especificos y el mRNA, a través de RT-PCR de los
transcritos de VEGF, NGF y rRNA18S en endometrios controles de fase proliferativa
(ENp, n=9), fase secretora (ENs, n=6), endometrios SOP de fase proliferativa (ESOPp,
n=8) y de fase secretora (ESOPs, n=4). Los resultados presentaron una tincion
homogénea y de predominio citoplasmético para VEGF, NGF y trkA en todos los
grupos estudiados. Junto a ello se observé un aumento significativo en la intensidad de
la tincién en los ENs y en los ESOPp, en el epitelio y el estroma comparados con los
ENp, en las tres proteinas analizadas. El nivel de mRNA de VEGF-189 fue mayor en
ESOPs versus ENs y el transcrito VEGF-165 fue el mayormente expresado a través del

ciclo menstrual. Los niveles de mMRNA-NGF disminuyeron en ESOPp versus ENp.

Las diferencias encontradas entre los endometrios controles y los SOP sugieren
alteracion en la vascularizaciéon del tejido endometrial de mujeres con SOP. Ademas,
trkA y NGF podrian tener un papel funcional en la fase secretora del ciclo, y el aumento

de estas tres moléculas en los ESOP podria indicar un rol de ellas en esta patologia.



SUMMARY

The Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a condition that directly affects the
endometrial homeostasis due to the loss of normal ovarian function. It has been
suggested an increased endometrial sensitivity to the action of ovarian steroids in
women with this disease. This could lead to an alteration on the expression of growth
factors that respond to steroid hormones, such as vascular endothelial growth factor
(VEGF), a potent inducer of angiogenesis, and nerve growth factor (NGF), through its
receptor trkA. Both factors are involved in angiogenesis and given the large endometrial
vascularization, these are important molecules implicated in the regulation of

endometrial function.

The aim of this study is to determine whether there are differences in the levels of
VEGF, NGF and trkA, in the endometrium from women with PCOS, compared to
endometrium from control women. For this purpose, we assessed the location and type
of staining by immunohistochemistry for VEGF, NGF and trkA (specific antibodies), and
MRNA using RT-PCR of transcripts for VEGF, NGF and rRNA18S in proliferative phase
endometrium from controls (ENp, n=9), secretory phase (ENs, n=6), proliferative phase
endometrium of PCOS (ESOPp, n=8), and secretory phase (ESOPs, n=4). The results
showed a homogeneous staining, predominantly in the cytoplasm for VEGF, NGF and
trkA in all studied groups. Also, a significant increase in the intensity of staining in ENs
and ESOPp in epithelium and estroma compared to ENp, in the three proteins tested.
The levels of mMRNA for VEGF 189 were higher in ESOPs versus ENs and VEGF 165
transcript was the most expressed through the menstrual cycle. The NGF-mRNA levels
decreased in ESOPp versus ENp.

The difference found between controls and PCOS endometria, suggests alterations
in the vascularization of the endometrial tissue of women with PCOS. In addition, NGF
and trkA could have a functional role in the secretory phase of the cycle, and the
increase of these three molecules in ESOP could indicate a role for them in this

pathology.
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INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOP), es un desorden endocrino metabdlico
que afecta entre el 5y 10% de las mujeres en edad reproductiva. Es diagnosticado en
base a los criterios planteados por el consenso de Rotterdam y presenta mdltiples
signos y sintomas. En estas mujeres existe disfuncion ovarica, lo cual lleva a una
desregulacién de la homeostasis de tejidos blanco de las hormonas esteroidales
ovaricas, como el endometrio. Asi, los procesos y respuesta celular de este tejido

pueden verse afectados.

La regulacion esteroidal del endometrio se traduce en una serie de cambios,
representados por la diferenciacion de fases dependiendo del esteroide predominante
en cada una de ellas. De este modo, en la fase preovulatoria o proliferativa existe
predominio de estrégenos y en la fase posterior a la ovulacion o secretora, predomina
la progesterona. Para que ésto se lleve a cabo, debe existir una normal expresiéon de
los receptores esteroidales y de moléculas correguladoras a través del ciclo menstrual,
lo cual no ocurre en el endometrio de las mujeres con SOP, pues se ha reportado que
existe una sobreexpresion de receptores esteroidales y de sus coactivadores,
sugiriendo que el endometrio de estas mujeres presentaria una sensibilidad aumentada
a la accion estrogénica y androgénica. Lo anterior llevaria a una mayor accién
esteroidal que afectaria la producciébn normal de factores de crecimiento, que
responden a los estrégenos y que tendrian un papel importante en los procesos que
normalmente ocurren en el endometrio a través del ciclo menstrual. Entre estos
factores que responden a estrégenos estan el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF). Se sabe que durante el
ciclo menstrual o estral normal ocurre gradualmente una vascularizacion del
endometrio y que el aumento de la permeabilidad capilar uterina, inducida por el
estradiol, es requerida para el crecimiento del endometrio y la implantacion
embrionaria. VEGF es un potente angiogénico, que actuaria sobre sus receptores en
las células endoteliales del endometrio y también se ha relacionado la participacion de
VEGF en la angiogénesis de neoplasias dependientes de estrégenos. El otro factor de

crecimiento que pudiese regular la funciébn endometrial es NGF. Este factor podria



participar en la angiogénesis directamente, ya que se ha reportado que induce la
migracion de células endoteliales en cultivos de células aodrticas humanas o,
indirectamente, actuando sobre los niveles de VEGF, como se ha reportado en
cultivos de ovario de ratas neonatales. También, se ha sugerido su actividad como
regulador de la proliferacion y crecimiento del tejido endometrial en el hamster dorado
durante el ciclo estral, inhibiendo la apoptosis a través de su receptor de alta afinidad
trkA.

Considerando el aumento de la sensibilidad del endometrio a la accion de
estrogenos y el aumento de los niveles de andrégenos sanguineos en pacientes con
SOP, el objetivo de este estudio es determinar si la alteracién hormonal presente en
estas pacientes, modifica el nivel de expresién de VEGF, de NGF y de su receptor de

alta afinidad trkA, en los endometrios de estas mujeres.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

1.1. Caracteristicas del sindrome de ovario poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden endocrino-metabdlico, que
afecta entre el 5 y 10% de las mujeres en edad reproductiva, con una variada
presentacion de signos y sintomas (Marx y Mehta, 2003). Entre ellos destacan
irregularidades menstruales, hiperandrogenismo, hirsutismo, obesidad, infertilidad,
abortos recurrentes, insulino-resistencia y la presencia de ovarios poliquisticos

visualizados por ultrasonido pélvico (Futterweit, 1999).

El diagnéstico del sindrome se realiza, presentando al menos dos de las siguientes
tres condiciones establecidas en el Consenso de Rotterdam (The Rotterdam
Eshre/ASRM-sponsored PCOS Consensus Workshop group, 2004):

a) Oligo o anovulacion. Manifestdndose irregularidades menstruales como
oligomenorrea (ciclos menstruales mayores a 35 dias y menores a 90 dias) o
amenorrea (ciclos menstruales mayores a 90 dias). Para ésto, se debe incluir la
evaluacion de las concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y de estradiol (E;) para descartar hipogonadismo hipogonadotréfico
(disfuncién ovarica de origen central) o falla ovarica primaria con bajos niveles
de E, y altos niveles de FSH. Asi, en el SOP existe anovulacion

normogonadotrofica.

b) Signos clinicos y/o bioquimicos de hiperandrogenismo. El hiperandrogenismo
se puede expresar clinicamente a través del hirsutismo, acné o alopecia
androgénica, aunque estas manifestaciones clinicas han sido poco estudiadas,
pueden ser subjetivas y muchas veces son tratados antes que la paciente sea
evaluada. Bioquimicamente, se presenta hiperandrogenemia, junto con un alto
indice de andrégenos libres, incremento aislado de los niveles de

dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS) y androstenediona, entre otros.



c) Ovarios poliquisticos. La presencia de ovarios con multiples quistes es evaluada
a través de ultrasonografia y debe existir la presencia de 12 o mas foliculos, en
cada ovario con medidas de 2-9 mm de didmetro o un aumento del volumen

ovarico mayor a 10 ml.

Los criterios mencionados previamente, se establecen luego de la exclusion de
otras posible patologias con similar presentacion clinica, tales como: hiperplasia
adrenal congénita, tumores secretores de andrégenos y sindrome de Cushing, entre
otros (Bhatia, 2005).

En consecuencia, éste es principalmente un sindrome de disfuncién ovarica y la
presencia de hiperandrogenismo y morfologia de ovarios poliquisticos son clave, pues

juegan un papel importante en la fisiopatologia del sindrome.

1.2. Fisiopatologia del Sindrome de Ovario Poliquistico

La fisiopatologia del sindrome depende de una gran cantidad de factores y adn no
ha sido dilucidada totalmente. Asi, por un lado existen defectos en la esteroidogénesis
inherente a las células de la teca ovarica, debido al aumento en la actividad de varias
enzimas que estan involucradas en la esteroidogénesis ovarica (Diamanti-Kandarakis,
2008). Por otro lado, se han sefialado anormalidades en el eje hipotdlamo-hipéfisis en
un subgrupo de pacientes con SOP, en las cuales se observa una mayor liberacion de
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que se manifiesta con aumento en la
concentracion, de la frecuencia y amplitud de los pulsos de hormona luteinizante (LH)
en la circulacion y aumento en la razén LH:FSH. Este aumento en la LH, actta sobre el
ovario estimulando a las células tecales del foliculo ovarico a incrementar la eficiencia
en la sintesis de andr6genos a partir de precursores androgénicos (Ehrmann, 2005;
Marx y Mehta, 2003). Los niveles de FSH constantes o disminuidos, junto al aumento
de los niveles de LH y el aumento de los andrégenos ovaricos, actlan directamente
sobre las células de la granulosa del ovario, promoviendo el crecimiento de varios
foliculos en diferentes estados que detienen su maduracion y aceleran su

envejecimiento transformandose en quistes. Asi, la ausencia de maduracion folicular



causa anovulacion, mientras los bajos niveles de E, junto con los elevados niveles de
estrona predisponen al crecimiento del endometrio sin oposicion por la ausencia ciclica
de la P4, el cual es so6lo parcialmente descamado durante episodios disfuncionales de
sangramiento, predisponiendo al desarrollo de cancer endometrial (Vignesh y Mohan,
2007; Marx y Mehta, 2003).

Por otro lado, un alto porcentaje de las mujeres que padecen este sindrome, son
obesas y sobre un 50% presentan insulino-resistencia (The Rotterdam Eshre/asrm-
sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004; Ehrmann, 2005; Marx y Mehta,
2003). Ellas manifiestan hiperinsulinemia compensatoria y, precisamente, la insulina
juega un rol directo e indirecto en la patogenia del hiperandrogenismo. Directamente,
actla de manera sinérgica con la LH aumentando la sintesis de andrégenos ovaricos,
lo cual realiza interactuando con su propio receptor o con el receptor para el factor de
crecimiento insulinico tipo 1(IGF-1), de este modo aumenta la actividad de la enzima
Pisoc1z (Marx y Mehta, 2003). Indirectamente, la insulina junto al aumento de las
concentraciones de andrégenos sanguineos disminuye la sintesis hepética de la
proteina transportadora de esteroides sexuales (SHBG), la cual también se encuentra
disminuida en las mujeres con SOP, incrementando los niveles de andrégenos libres
en la sangre (Figura 1) (Ehrmann, 2005; Marx y Mehta, 2003).

Dado que el endometrio es un tejido dependiente necesariamente de las hormonas
esteroidales provenientes del ovario para realizar adecuadamente sus funciones, todas
estas variaciones endocrinas y metabolicas en las mujeres con SOP, ademas de la

disfuncion ovarica, podrian afectar al endometrio, alterando su funcién reproductiva.
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Figura 1. Fisiopatologia del SOP. Gran cantidad de factores se relacionan con la fisiopatologia y
muchos de ellos aun no han sido estudiados completamente.

1.3. Consecuencias del Sindrome de Ovario Poliquistico

Las consecuencias del SOP se extienden afectando a todo el organismo, asi, estas
mujeres presentan mayor riesgo de desordenes metabdlicos y cardiovasculares
semejantes a los que ocurren en el sindrome metabdlico, obesidad, diabetes mellitus,
enfermedad coronaria, intolerancia a la glucosa, apnea obstructiva del suefio,
hiperplasia y cancer endometrial (The Rotterdam Eshre/asrm-sponsored PCOS
Consensus Workshop Group, 2004; Ehrmann, 2005; Marx y Mehta, 2003). Junto a
estas consecuencias, se suman la baja fertilidad y un alto porcentaje de abortos en
estas pacientes (Porter y Scott, 2005), consecuencias relacionadas con la funciéon
reproductiva y asociadas a la funcion endometrial que son de gran interés en este
trabajo. Precisamente, el endometrio, un tejido regulado directamente por la funcion

ovarica, se vera alterado por estos trastornos hormonales.



2. ENDOMETRIO

2.1. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas del endometrio normal

El endometrio es la mucosa que recubre la cavidad uterina, esta compuesto
principalmente por dos poblaciones celulares, epitelial y estromal. Las células
epiteliales se disponen en un epitelio superficial, el cual se invagina dando origen a las
glandulas uterinas tubulares (epitelio glandular). El estroma estd compuesto de tejido
conectivo, linfocitos, fibroblastos, células endoteliales, células musculares lisas vy
leucocitos. Otro componente importante de todo este microambiente celular lo
constituye la matriz extracelular (MEC), presentando variaciones en su constituciéon
molecular a través del ciclo menstrual. La MEC esta formada por la membrana basal
en la que descansan las células epiteliales y por una matriz intersticial rica en
colageno en la que se localizan los fibroblastos, y que, ademas, rodea al endotelio de
los vasos y a las células deciduales. (Salamonsen y Nancarrow, 1994).
Estructuralmente, el endometrio se dispone en dos capas, una superficial, que es
removida y regenerada ciclicamente en el ciclo menstrual, denominada funcional y otra
subyacente a ella, la capa basal. La serie de cambios morfolégicos clasicos que
ocurren en repuesta a la actividad ciclica del ovario, determinan tres fases en el ciclo
menstrual, una fase preovulatoria dominada por estrégenos, otra fase postovulatoria
dominada por progesterona, secretora y la fase menstrual, que sigue a la caida de las
concentraciones de progesterona acompafiada de la desaparicién del cuerpo luteo
(Jabbour et al., 2006). Estos cambios producen caracteristicas determinadas en la
arquitectura endometrial, lo que llevé a Noyes, en la década de los 50, a establecer
una serie de criterios para determinar el dia del ciclo en el cual se encuentra el tejido
endometrial (fechaje histoldgico) (Noyes et al., 1950).Basado en lo anterior, es factible
definir en el endometrio dos etapas principales a través del ciclo menstrual: la fase
proliferativa y la fase secretora, cada una con sus caracteristicas morfolégicas propias
(Figura 2).
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Figura 2. Morfologia del endometrio humano normal. En la fase proliferativa existen glandulas rectas,
y el estroma es compacto. En la fase secretora secretora inicial (dia 16- 17 del ciclo), en cambio, se
observan glandulas tortuosas, con vacuolas sub-nucleares en las células epiteliales, signo de que la
ovulacién ha ocurrido, y edema en el estroma.

En la fase proliferativa, el aumento de las concentraciones circulantes de E,
resultado del crecimiento del foliculo ovéarico, promueve una activa proliferacion celular
del endometrio aumentando el grosor del mismo, mientras son suprimidos los factores
apoptoticos (Giudice, 2003). Junto a ésto, comienza la angiogénesis, para asegurar la
nutricion del nuevo tejido en formacion (Smith et al., 1998). Un adecuado desarrollo
durante esta fase del ciclo es crucial para la sincronizaciéon del proceso de maduracion
gue requiere el endometrio para la implantacion durante la fase secretora. El E, induce
la proliferaciéon celular y estimula la sintesis de receptores esteroidales, tales como:
receptores de progesterona, claves para que la progesterona ejerza su efecto en la
fase secretora; receptores de estrégenos a y 3 y receptor de andrégenos (Jabbour et
al., 2006).

Se ha descrito que la funcion endometrial también es regulada por factores de
crecimiento, pero solo algunos de ellos responden directamente a la accion del
estradiol. Entre ellos, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor
de crecimiento nervioso (NGF), poseen en sus promotores elementos de respuesta a
estrogenos (Bjorling et al., 2002; Meduri et al., 2000). En resumen, la fase proliferativa



se caracteriza por una organizacion de factores dirigidos hacia la remodelacién del
tejido, proliferaciéon y procesos anti-apoptoticos y a la estimulacion de la angiogénesis
(Strowitzki et al., 2006).

En la fase secretora, la progesterona inhibe la proliferacion e induce la
diferenciacion celular, siendo afectados todos los tipos celulares en el endometrio,
mostrando diferenciacién de las células endometriales caracteristicas e infiltracion de
un gran namero de células inmunitarias. Durante la fase secretora tardia, ocurren los
cambios morfolégicos que caracterizan la decidualizacién independiente de la

existencia o no de gestacion (Strowitzki et al., 2006).

2.2. Angiogénesis en el endometrio normal

La angiogénesis es un proceso que involucra la generaciébn de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes. Puede ocurrir por varios mecanismos,
entre ellos, brote, elongacion e intususcepcién. Dado que existe una alta proliferacion
tisular en el endometrio, la angiogénesis es necesaria en el aporte de nutrientes

suficientes para el tejido (Smith, 1998).

Durante la primera parte del ciclo menstrual, la angiogénesis aumenta
significativamente en la capa basal y en el plexo subepitelial. Asi, en esta fase la
elongacién es dominante, ocurriendo en tejidos en crecimiento al existir vasos
constantemente en reestructuracion en respuesta a las demandas metabdlicas de los
tejidos (Gambino et al., 2002); mientras, la intususcepciéon, proceso por el cual el
lumen del vaso es internamente dividido en dos por la proliferacion de células
endoteliales que migran al interior, produciendo una intrincada red de vasos
interconectados o una arcada de vasos paralelos, es el mecanismo principal durante la

fase secretora temprana y media (Gambino et al., 2002).

2.3. Caracteristicas del endometrio de mujeres con Sindrome de Ovario
Poliguistico (SOP)



Morfol6gicamente, el endometrio de mujeres con SOP es comparable con el
endometrio de mujeres normales en fase proliferativa, aunque difiere en algunas
caracteristicas bioguimicas. Asi, en endometrios de mujeres con SOP sin tratamiento,
los receptores de estrégenos y de andrégenos estarian aumentados en su expresion,
al igual que los coactivadores de los receptores esteroidales (Apparao et al., 2002;
Maliqueo et al., 2003; Villavicencio et al., 2006), comparados con endometrios de
mujeres normales. Esto sugiere que endometrios de mujeres con SOP tendrian una
sensibilidad mas alta a la accién de dichos esteroides (Apparao et al., 2002; Maliqueo
et al., 2003; Giudice, 2006; Villavicencio et al., 2006).

Por otro lado, en mujeres con SOP que han ovulado espontdneamente y que se
encuentran en una fase compatible a la secretora media, se ha detectado una
persistencia de los receptores de progesterona en la células epiteliales, junto con la
disminuciéon de la expresion epitelial de la integrina Bs;, marcador de receptividad
uterina, coincidiendo con la disminucién en la receptividad uterina de estas mujeres
(Quezada et al., 2006).

Ademas, en los endometrios de mujeres con SOP, tanto de fase proliferativa como
secretora espontanea, existe alteracion de la homeostasis tisular, manifestando un
desbalance entre muerte celular, proliferacion y viabilidad celular. En efecto, los
endometrios de mujeres con SOP presentan un aumento en los marcadores de
supervivencia celular (Bcl-2 y p-Bad) (Avellaira, 2006). También se ha observado
aumento en la proliferacion celular, determinado por la alta expresion de Ki67 (proteina
nucleolar que esta presente durante todas las etapas del ciclo celular, a excepcion de
la fase Gy, por lo cual se considera un excelente marcador de la proliferacién celular)
en células epiteliales, acompafiado por ausencia de apoptosis, pues marcadores de
apoptosis, como Bax y caspasa-3, estan disminuidos (Maliqueo et al., 2003; Avellaira
2006; Villavicencio et al., 2007). En endometrio de mujeres normales, la alta
proliferacion a la cual estad expuesto el endometrio es compensada por la eliminacion
de la capa funcional mensualmente, pero en la mayoria de las mujeres con SOP no

existe la descamacion endometrial (Villavicencio et al., 2006).



3. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR

3.1. Caracteristicas generales de VEGF

El VEGF, en particular VEGF-A es un potente mitdgeno y morféogeno para células
endoteliales, clave para la linfangiogénesis y angiogénesis fisiolégica y tumoral.
Pertenece a una familia que comprende, ademas, seis glicoproteinas secretables
designadas VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, factor de crecimiento placentario
(PIGF) y VEGF-F (Otrock et al., 2007). Los miembros de la familia VEGF se unen a
receptores identificados como VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/FIk-1), expresados
selectivamente en el endotelio vascular, y, VEGFR-3, expresado principalmente en el
endotelio linfatico (Figura 3). Estos factores realizan su actividad biolégica al unirse al
dominio extracelular de sus receptores transmembrana tirosina-quinasa, activando una
cascada de proteinas, luego de la dimerizacion y autofosforilacion del receptor
intracelular tirosina-quinasa. Se ha descrito otro tipo de receptores, neuropilina 1 y 2,
también de alta afinidad, pero no tienen actividad tirosina - quinasa, que presentan un
dominio citoplasmatico pequefio y sus funciones no son bien conocidas aun (Xie et al.,
2004, Otrock et al., 2007).
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Figura 3. Interaccién de la familia VEGF con sus receptores (Otrock et al., 2007).

El gen para el VEGF humano esta ubicado en el cromosoma 6pl12 y organizado en

8 exones, separados por 7 intrones. Es expresada y secretada tanto por mdultiples



células tumorales humanas y animales (Senger et al., 1993), como por células no
tumorales. Sus efectos se observan principalmente en células endoteliales vasculares,
incrementando su proliferacion, migracién, sobrevivencia y permeabilidad vascular (Xie
et al., 2004; Otrock et al., 2007) y participa en procesos angiogénicos como reparacion
de heridas, mantencion de la presién sanguinea, ovulacion, menstruacion y prefiez
(Otrock et al., 2007).

3.2. Funciones biolégicas de VEGF

Las células endoteliales son su principal blanco para ejercer sus funciones de
sobrevivencia, proliferacion y migracién. Asi, actla como factor de sobrevivencia e
inhibidor de la apoptosis principalmente a través de la activacion de la via anti-
apoptotica PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa). Esta, al producir PIP3 (fosfatidil inositol
trifosfato) activa a AKT (proteina quinasa B) (Gerber, et al., 1998; Xie et al., 2004). A
través de una potente activacion de ERK1/2 (quinasa reguladora de la sefial
extracelular 1/2), y junto a la activacién de PKC (proteina quinasa C), tendrian un papel
clave en la respuesta proliferativa de las células endoteliales (Otrock et al., 2007). La
via PISK/AKT reorganiza los filamentos de actina y a través de la activacién de p38
MAPK (proteina quinasa activadora mitogénica), estimularia la migracion de las células
endoteliales (Xie et al., 2004; Otrock et al., 2007).

El VEGF también participa en la angiogénesis fisiolégica promoviendo la
proliferacién de vasos, crucial para una amplia variedad de procesos fisiolégicos, tales
como la curacion de heridas y funciones reproductivas como el desarrollo embrionario,
ovulacion y la menstruacion, mediante la interaccion con sus receptores, actuando
sobre las células endoteliales (Ferrara y Davis-Smith, 1997; Otrock et al., 2007). Ahora
bien, VEGF del mismo modo actla en la angiogénesis patoldgica, ya que a traves de
hibridacion in situ se ha demostrado una regulacién positiva del mRNA de VEGF en
células tumorales de pulmon, tiroides, glandula mamaria, tracto gastrointestinal, rifidn y
vejiga, ovario y cérvico-uterinas, carcinomas, angiosarcomas, tumores de células
germinales, entre otros. También se han encontrado aumentados las concentraciones

séricas de VEGF en pacientes con cancer (Ferrara y Davis-Smith, 1997).



Por otro lado, VEGF podria promover la permeabilidad vascular como paso de la
angiogénesis, causando la extravasacion de proteinas plasmaticas, que formarian una
base de fibrina extravascular que soportaria la migracion y crecimiento de las células
endoteliales, aunque existen investigaciones con ratones knockout, tendientes a
demostrar que la angiogénesis y la permeabilidad vascular en respuesta a VEGF son
procesos independientes y tienen lugar por vias diferentes de sefalizacién (Eliceiri et
al., 1999).

La participacion VEGF es clave en la angiogénesis a través de la accién con sus
receptores, manifestandose en el adulto, principalmente en el sistema reproductivo
femenino en condiciones fisiolégicas, como en el foliculo ovarico, cuerpo luteo y
endometrio (Maas et al., 2002). Participa también en el desarrollo embrionario, en el
crecimiento normal y diferenciacién, en la ovulacién y menstruacion (Ferrara y Davis-
Smith, 1997; Otrock et al., 2007). El VEGF y sus receptores han sido implicados como
participantes claves en la remodelacion vascular y placentacion de la mujer, oveja,
cerda y marmota en la fase tardia de la prefiez, por lo que alteraciones en el balance
con sus receptores en el momento de la implantacién, podria resultar en defectos en el
desarrollo del trofoblasto (Meduri et al., 2000), asi como también la inhibicién de VEGF
en raton, impide el edema uterino inducido por los estrogenos y la implantacion, y, en
ratas, el nUmero de sitios de implantacién se reduce después de bloquear a VEGF
(Rockwell et al., 2002; Rabbani y Rogers, 2002).

Otras funciones han sido descritas para VEGF, tales como: inmunosupresion,
estimulacion y reclutamiento de células hematopoyéticas derivadas de la médula ésea
y regulacion de la sobrevida de células troncales hematopoyéticas (Xie et al., 2004).
Ademas, parece tener un efecto proliferativo en las células epiteliales del endometrio
de fase proliferativa tardia, actuando a través del receptor de neuropilina, el cual se

encuentra aumentado en éstas células (Strowitzki et al., 2006).



3.3. Isoformas de VEGF y sus propiedades bioquimicas

Al menos cinco proteinas se originan del gen VEGF producto de splicing alternativo
y han sido identificadas y designadas como VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF
189 y VEGF 206 de acuerdo al nimero de aminoacidos que las componen (Otrock et
al., 2007).

Las isoformas originadas tienen propiedades bioquimicas que dependen de su
capacidad de unién a la heparina, determinada por los exones 6 y 7. Asi, la ausencia
del ex6n 6 y 7 en la isoforma VEGF 121 le impide unirse a la matriz extracelular (MEC),
siendo totalmente difundible; VEGF 145 carece de un fragmento del exén 6 y de todo el
7, junto a VEGF 165 en la cual el exén 6 esta ausente, y al ser secretadas, una parte
gqueda retenida en la MEC y otra difunde; VEGF 189 carece de una parte del exén 6 y
posee una insercion de 24 aminoacidos ricos en restos basicos y VEGF 206 contiene
los 2 exones, quedando completamente en la MEC. Precisamente, se sugiere que las
diferentes isoformas pueden estar biodisponibles mediante difusion libre o después de
la accion de proteasas sobre las isoformas mas grandes (Dvorak, 2002; Ferrara y
Davis-Smith, 1997).

Las VEGF 121 y VEGF 165 son las mayormente expresadas en numerosas células
normales y anormales del organismo (Xie et al., 2004). Recientemente, se ha
observado que VEGF 189 es sobre-expresada en pacientes con metastasis de
adenocarcinoma pulmonar (Otrock et al., 2007).



3.4. Regulacion de la expresion de VEGF

La expresion del gen VEGF es regulada por una variedad de mecanismos tales
como la hipoxia, factores de crecimiento, mutaciones de p53, estrégenos, TSH,
promotores de tumores, NO y citoquinas (Meduri et al., 2000; Shibuya, 2001).

La hipoxia es uno de los principales reguladores de la expresion de VEGF (Shibuya,
2001; Xie et al., 2004). Asi, en condiciones de hipoxia los factores de transcripciéon
inducibles por la hipoxia-1y 2 (HIF-1 y HIF-2) son estabilizados y traslocados al ntcleo
donde activan el gen VEGF a través de un elemento especifico denominado elemento

de respuesta a la hipoxia (HRE).

También factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el
factor transformante 3 (TGF-B) y el factor de crecimiento de los queratinocitos inducen
la expresion del mRNA de VEGF (Xie et al., 2004). Ademas, se ha reportado que el
factor de crecimiento nervioso (NGF) aumentaria los niveles de mRNA de VEGF y los

niveles de proteina en cultivos de ovario de ratas neonatales (Julio-Pieper et al., 2006).

Otro mecanismo que regula la expresion de VEGF son las hormonas esteroidales
del ovario; por ejemplo, se ha reportado que el tratamiento con estradiol de células
estromales y epiteliales del endometrio, provoca un aumento significativo del mRNA
de VEGF, principalmente para las isoformas 121 y 165. Esta induccion no tiene
cambios significativos después de la adicién de progesterona (Meduri et al., 2000).

3.5. Presencia de VEGF en el endometrio de mamiferos

La presencia del mRNA y de la proteina de VEGF ha sido demostrada en el
endometrio humano (Sugino et al., 2002) y en otros mamiferos como primates no
humanos (Niklaus et al., 2003; Nayak y Brenner, 2002; Rowe et al., 2003), cerdo
(Vonnahme y Ford, 2004), raton (Chakraborty et al.,1995), hamster dorado (Yi et al.,
1999), rata (Rabbani y Rogers, 2001) y conejo (Das et al., 1997) durante todo el ciclo

menstrual y estral.



En el endometrio humano se expresa diferencialmente a través del ciclo menstrual,
con un aumento en la fase proliferativa tardia y en la fase luteal, periodo que
corresponde a la mayor angiogénesis y al aumento de la permeabilidad vascular
(Meduri et al., 2000). En mamiferos de ciclo estral, como en el conejo, se ha observado
una mayor expresion de los niveles de mRNA de VEGF el dia del estro y en la fase

secretora durante el periodo peri-implantacional (Das et al., 1997).



4. FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO Y SU RECEPTOR DE ALTA AFINIDAD

4.1. Caracteristicas generales de NGFy de su receptor de alta afinidad

El NGF fue descubierto hace cinco décadas, y, originalmente caracterizado por su
habilidad para estimular el crecimiento, diferenciacion, sobrevivencia y mantenimiento
de una poblacién especifica de neuronas del sistema nervioso periférico y central,
durante el desarrollo y después de un dafio (Micera et al., 2007). Pertenece a la familia
de las neurotrofinas compuesta, ademas, por el factor nervioso derivado del cerebro
(BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina 4-5 (NT 4-5). Las neurotrofinas son
péptidos glicosilados que se sintetizan en una forma inmadura en los tejidos; NGF es
sintetizado como un precursor (proNGF) y experimenta un proceso post-traduccional, a
través de las proteasas convertasas (furina y convertasa 1 y 2) responsables de su
maduracion, para generar y secretar la forma madura b-NGF (Levi-Montalcini et al.,
1996; Micera et al., 2007).

NGF se acumula en diferentes tejidos y en la sangre, pero los mecanismos de
regulacion de su sintesis y liberacion aun no han sido completamente clarificados. Por
otro lado, NGF es producido y utilizado por varios tipos celulares no neuronales,
incluyendo células inflamatorias del sistema inmune, células epiteliales, queratocitos,
células musculares lisas y células no neuronales del ovario de rata fetal y neonatal,
indicando que NGF puede tener roles fuera del sistema nervioso Yy, actualmente, es
reconocido como un factor pleiotrépico (Lara et al., 1991; Dissen et al., 1995; Micera et
al., 2007).

La regulaciéon de NGF podria tener relacion con los esteroides ovaricos ya que se
ha reportado que bajo ciertas condiciones, los estrogenos y la progesterona tiene la
capacidad de estimular el mRNA y la proteina NGF en O&rganos periféricos,

especificamente en el Gtero y glandulas salivales del raton (Bjorling et al., 2002).

4.2. Funciones biolégicas de NGF y de su receptor de alta afinidad



El NGF posee dos receptores con especificidad y actividad celular diferentes, trkA y
p75. Mientras p75 une a toda la familia de neurotrofinas con afinidad similar, el receptor
trkA es altamente especifico en su unién (Figura 4).
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Figura 4. Receptor trkA y p75 de NGF. (De Pablo, 2006). Las flechas discontinuas sefialan menor
afinidad de la neurotrofina por el receptor y las flechas continuas mayor afinidad de la neurotrofina por el
receptor.

El receptor trkA es un receptor transmembrana, perteneciente a la familia tirosina-
quinasa y una vez unido a NGF se desencadena una cascada de eventos bioquimicos,
manifestando sus funciones biolégicas, que van desde la diferenciacion y activacion
hasta la proliferacion y la sobrevivencia de células del tejido nervioso y no nervioso. La
realizacion de estas actividades se deben a la autofosforilacion y subsiguiente
activacion de varias cascadas de transduccion de sefiales, destacandose la activacion
de MEK la cual activa a ERK, quinasa reguladora extracelular, perteneciente a la
familia de las MAPK, desatando la actividad proliferativa de NGF (Nico et al., 2008;
Micera et al., 2007). Por otro lado, la activacion de la via PI3K y AKT desencadena la
actividad de sobrevivencia de NGF (Figura 5) (Nico et al., 2008).

Junto con los roles de NGF en el sistema nervioso central y periférico, existen
antecedentes de que NGF contribuye en procesos basicos de proliferacion y
diferenciacion de érganos no-neuronales selectivos, tales como el ovario y ésto se
sustenta en experimentos realizados en ratones con deficiencia de trkA. Estos
animales presentan varias anormalidades estructurales, incluyendo la reduccion de la

densidad celular, pérdida de la diferenciacion y organizacion de las células epiteliales y



aparicion de estructuras quisticas dentro del epitelio del ovario. Ademas, de los
profundos efectos de la ablacion del gen NGF en el crecimiento folicular temprano y la
infertilidad posterior de los ratones a los cuales post-natalmente se les bloqueé NGF
(Dissen et al., 2001).

Una de las acciones de NGF es su mediacion de la angiogénesis durante los
procesos de reparacion (Micera et al., 2007), destacando que NGF induce la migracién
de células endoteliales, a través de su receptor trkA y podria hacerlo

independientemente de VEGF, como se ha comprobado en cultivos de células aérticas

humanas (Dollé et al., 2005).
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Figura 5. Vias de sefalizacion de NGF. NGF al interactuar con su receptor de alta afinidad, activa sus
funciones de proliferacion y sobrevivencia en las células neuronales y no neuronales.

4.3. Presencia de NGF en endometrio de mamiferos

El NGF y trkA estan presentes en el utero del hamster dorado y su expresion es
estimulada por estr6geno y progesterona, sugiriendo que NGF y trkA podrian estar
involucrados en la regulacion del crecimiento uterino y proliferacion del endometrio
durante el ciclo estral (Shi et al., 2006).

En el endometrio humano se ha detectado la presencia de trkA, escasamente
expresado en endometrio de fase proliferativa en comparacion a los endometrios de

fase secretora (Shibayama y Koizumi, 1996).



En consecuencia, los antecedentes indican que tanto la expresion de NGF como de
VEGF, importantes participantes del proceso de angiogénesis y crecimiento del tejido
endometrial, esta regulada por los esteroides de origen ovarico. Por lo tanto, la
alteracion endocrina metabdlica presente en el SOP pudiese constituir un factor
negativo que llevaria a una desregulacion de la homeostasis de tejidos blanco de las
hormonas esteroidales ovaricas, como el endometrio. Asi, los procesos y respuesta

celular de este tejido pueden verse afectados en esta patologia.



HIPOTESIS

Los niveles de expresion de VEGF, de NGF y de su receptor de alta afinidad trkA,
estdn elevados en el endometrio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico

(SOP), en relacion a los endometrios de mujeres controles.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen diferencias en los niveles de VEGF, NGF y de su receptor de
alta afinidad, trkA, en endometrios de mujeres con sindrome de ovario poliquistico,

respecto a los endometrios de mujeres controles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar, por inmunohistoquimica, si se modifica la expresion proteica de
VEGF, NGF y trkA en endometrios de mujeres controles, a través del ciclo

menstrual.

2. Detectar, por inmunohistoquimica, y semicuantificar la presencia de VEGF,
NGF y trkA en tejidos endometriales de mujeres con SOP, y analizar si difieren

de los datos obtenidos en los endometrios de mujeres controles.

3. Evaluar, por RT-PCR, si los niveles de mMRNA de VEGF y NGF son mayores en

endometrios de mujeres con SOP comparados con endometrios controles.



MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Los tejidos endometriales fueron obtenidos de cuatro grupos de mujeres que
asistieron al Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile (HCUCH), Campus Norte. Previamente firmaron un consentimiento escrito e
informado, aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y del HCUCH (Anexo 1).

1.1. Endometrio de mujeres controles

Los endometrios correspondientes a controles fueron extraidos de mujeres
voluntarias, con fertilidad probada, ciclos menstruales regulares, sin tratamiento
hormonal tres meses previo a la obtencion de la muestra; sometidas a histerectomia
por patologias benignas de utero, las cuales no interfieren con este estudio. Las
muestras fueron separadas en dos grupos, de acuerdo a la fase del ciclo en que se

encontraban al momento de su obtencién.

1.2. Endometrio de mujeres con SOP

Estas muestras de endometrio fueron obtenidas, mediante una canula de Pipelle, de
mujeres diagnosticadas con SOP, sin tratamiento hormonal ni farmacoldgico a la fecha
del estudio, cumpliendo con al menos dos de los criterios establecidos en el consenso
de Rotterdam para el diagnostico de la patologia. Estos son: oligo o anovulacion;
ovarios poliquisticos a la ultrasonografia; signos clinicos y/o bioquimicos de
hiperandrogenismo (testosterona sérica > 0,6 ng/mL y/o indice de andrégenos libres
(IAL) > 4,5).

Se debe mencionar que algunas pacientes presentaron signos clinicos de
hiperinsulinemia (obesidad androide: indice de masa corporal > 27, indice

cintura/cadera >88 cm, con 0 sin acantosis nigricans). Debido a esto ultimo, se realizé



un test de tolerancia a la glucosa oral (TTGO) a cada paciente, con el fin de conocer su
condicion de resistencia a la insulina. Para ello, se extrajo una muestra de sangre de
cada paciente, a las cuales se les midio glicemia e insulinemia basal y post carga a los
120 min, previa ingestion de 75 g de glucosa.

Los criterios de exclusion para la toma de muestras fueron pacientes con prolactina
(PRL) > 35ng/mL, testosterona total > 2ng/mL, dehidroepiandrosterona sulfato
(DHEAS) > 4000 ng/mL, 17-OH progesterona > 2,5ng/mL, TSH > 5 pUI/L, diabetes,

tratamiento hormonal, insulino sensibilizadores y/o con citrato de clomifeno.

1.3. Analisis morfoldgico y fechaje histolégico

Se realizaron cortes de 5 um de espesor en las muestras de tejidos endometriales
incluidas en parafina, y luego tefiidos con hematoxilina-eosina para la evaluacion de la
arquitectura endometrial y fechaje histolégico por un médico anatomo patdlogo. Para
determinar la etapa del ciclo menstrual en la cual se encontraban las donantes de los
tejidos extraidos, se considerd, ademas, la fecha de la ultima menstruacién (FUM)
referida por la paciente, las concentraciones plasmaticas de estradiol, progesterona y
el ya mencionado fechaje histologico mediante el criterio de Noyes (Noyes et al.,
1950). En cuanto a los tejidos SOP correspondieron a aquéllos compatibles
morfolégicamente con la fase proliferativa del ciclo menstrual (ESOPp) y los de fase
secretora (ESOPs), fueron clasificados por similitud morfol6égica con los endometrios
controles de fase secretora y por concentraciones plasmaticas de progesterona por
sobre los 4 ng/mL, correspondiendo a mujeres con ovulaciéon espontanea, que no

fueron sometidas a induccién de ovulacion, ni recibieron terapia hormonal.

Posteriormente, se procedio al desarrollo de los estudios detallados a continuacion:



2. DISENO EXPERIMENTAL

Una vez diagnosticadas como pacientes SOP o Control y después de obtenerse las
muestras de tejidos endometriales de las pacientes, una fracciobn de éstos fue
congelada en N; liquido y almacenada a —80°C, para los estudios de semicuantificacion

génica. Por otro lado, otra fraccién fue fijada en formalina tamponada e incluida en

parafina para el andlisis morfolégico y para el estudio de inmunohistoquimica.

Biopsias Endometriales
ENp, ENs, ESOPp y ESOPs

Fijacion en formalina
tamponada
Inclusién en parafina

Arquitectura
endometrial

> He

Fechaje
histoldgico

IHQ

( VEGF, NGF y trkA )

Tejidos congelados en
Nz liquido y

almacenados a
-80°C

RT- PCR

CVEGF; NGF y rRNAlSS)

Figura 6. Disefio Exprimental: Endometrio control de fase proliferativa (ENp); endometrio control de
fase secretora (ENs); endometrio SOP de fase proliferativa (ESOPp); endometrio SOP de fase

secretora (ESOPs).




3. METODOS DE ANALISIS DE MUESTRAS

3.1. Estudio Inmunohistoquimico

La evaluacion histolégica se realizd en cortes obtenidos de los cuatro subgrupos de
estudio con el fin de describir las caracteristicas morfolégicas de cada tejido y de
detectar la presencia en endometrio de las proteinas VEGF, NGF y trkA. Los tejidos
fueron desparafinados en xilol y rehidratados en concentraciones seriadas de alcohol.
La recuperacion antigénica se realizé incubando en una solucion de citrato de sodio 10
mM, pH 6 por 20 min a 96-98°C. Para bloguear la accion de peroxidasas endégenas,
los cortes se trataron con perdxido de hidrégeno al 3% en agua destilada por 30 min.
Posteriormente, para evitar las uniones inespecificas, se incubaron por 10 min con el
bloqueador especifico del kit Histostain® SP (Zimed laboratorios Inc, N° catalogo 95-
9943-B, San Francisco, California, USA), y luego se incubaron con los respectivos
anticuerpos primarios correspondientes a cada ensayo. El tiempo, temperatura,

dilucién y los anticuerpos utilizados, se sefialan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados en la realizaciéon de las

técnicas de inmunohistoquimica

Anticuerpo ) Tipo de o )
) ) Procedencia ) Dilucion Tiempo Temperatura
Primario Anticuerpo

Donacién del Dr. HF

NGF Urbansky Oregon Policlonal 1:700 Overnight 4°C
Regional Primate

Research Center

trkA Santa Cruz H-190: sc- Policlonal 1:350 Overnight 4°C
14024
VEGF Ab cam: ab 1316 Monoclonal 1:1000 Overnight 4°C

Transcurrido el tiempo de incubacién con el anticuerpo primario, se agrego el
anticuerpo secundario biotinilado por 20 min y después se incubaron las muestras con
el sistema estreptavidina-peroxidasa a temperatura ambiente por 20 min. Se utilizd
peroxido de hidrégeno como sustrato final de la reaccion y diaminobencidina como

cromégeno, por lo cual la tincién positiva fue de color café. Los tejidos fueron



contratefiidos con hematoxilina para destacar los nucleos de color azul-claro. Cada

muestra tuvo un control negativo, al cual no se le agregé el anticuerpo primario.

Para la evaluacion de cada muestra, se realizaron tres observaciones distintas, por
tres observadores independientes y ciegos a la categoria de ellas. Cada muestra fue
evaluada segun el porcentaje de células positivas en una escala de tincién, con las
siguientes intensidades: 0 (sin tincion), 1 (leve), 2 (moderada) y 3 (intensa). Para el
calculo de las células tenidas se aplico la siguiente férmula de HScore (HS), validada
en el Laboratorio de Endocrinologia y Biologia de la Reproduccién del HCUCH
(Quezada et al., 2006; Villavicencio et al., 2006). HS, integra la intensidad de la tincién

y el porcentaje de células positivas en la férmula:

HS=%% celulas tefiidas x(i+1)
100

3.2. Estudio de la reaccion de polimerizacion en cadena de DNA complementario
(RT-PCR)

Por medio de esta técnica se evaluaron los niveles de mMRNA de NGF y VEGF. Para
la extraccion del RNA total se utilizaron 20-50 mg de tejidos endometriales,
aproximadamente, previamente congelados en nitrégeno liquido y almacenados a
-80°C, los cuales fueron homogenizados con 800 uL de TRIZOL (Invitrogen N° catalogo
15596-026, Carlsbad CA, USA), en ultraturax. Las fases fueron separadas mediante
centrifugacion (16000 g por 15 min a 4°C), previa adicion de 160 pL cloroformo. Luego,
se traspasaron 400 uL del sobrenadante a un nuevo tubo "Eppendorf’, se le adiciono el
mismo volumen de isopropanol frio y se dej6 toda la noche a -20°C, para precipitar el
RNA. La mezcla se centrifugd (16000 g por 20 min a 4°C), luego se elimin6 el
sobrenadante y se realizé un lavado con 1 mL de etanol al 75%. Nuevamente se

centrifugd (16000 g, por 10 min a 4°C), se elimin6 el sobrenadante y se dej6 secar;



finalmente, fue suspendido en 10 pL de buffer TE 1X y se midi6 en un
espectrofotobmetro a 260 y 280 nm para el calculo de la concentracion y pureza del
RNA extraido,

El DNA complementario (cDNA) se sintetizé a partir de 2 ug del RNA extraido y tratado
con DNAasa [, utilizando la enzima M-MLV Transcriptasa Reversa (Invitrogen N°
catalogo 28025-013, Carlsbad CA, USA), se amplific6 segun los protocolos
estandarizados previamente en el Laboratorio de Endocrinologia y Biologia de la
Reproduccién del HCUCH (Julio-Pieper et al., 2006), utilizando partidores especificos
para cada gen a evaluar. Para un volumen final de 25 L, fueron ajustados 2 uL de

cDNA en una mezcla que contenia los siguientes reactivos:

a) NGF: 2,5 uL Buffer PCR 10X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM, Biotools,
Madrid, Espafna), 1 yL MgCl, (50mM), 0,5 yL desoxinucleotidos (dNTPs)(10mM),
0,15 pL DNA polimerasa (5 Ul/uL, Biotools, Madrid, Espafna), 2,5 uL de cada
partidor NGF (10mM).

b) VEGF: 2,5 uL Buffer PCR 10X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM, Biotools,
Madrid, Espafia), 1uL MgCl, (50mM), 0,5 pL desoxinucleotidos (dNTPs)(10mM),
0,15 yL DNA polimerasa (5 Ul/uL, Biotools, Madrid, Espana), 2,5 yL de cada
partidor VEGF (10 mM).

c) rRNA18S: 2,5 uL Buffer PCR 10X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM, Biotools,
Madrid, Espafa), 1,5 yL MgCl, (50mM), 0,5 desoxinucleotidos (dNTPs)(10mM),
0,15 yL DNA polimerasa (5 Ul/uL, Biotools, Madrid, Espana), 0,5 pyL de cada
partidor rRNA18S (10mM).

La reaccion se realiz6 en los termocicladores, Mastercycler Personal (Eppendorf
AG, Foster city, CA, USA) y Termocycler PTC 100 (MJ Research Inc, Watertown MA,
USA), utilizando los partidores y las condiciones expuestas (Tablas 2 y 3), que fueron
estandarizadas en el Laboratorio de Endocrinologia y Biologia de la Reproduccién del
HCUCH.



Los productos amplificados fueron separados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% en presencia de bromuro de etidio y en todas las muestras se amplificd
un control interno, rRNA18S. Los productos de PCR se visualizaron con un
transiluminador UV conectado a una cadmara digital. Las imagenes fotografiadas de los
geles fueron grabadas en un computador. Posteriormente, las imagenes se analizaron
con un programa de densitometria (UN-SCAN-IT gel 4.1, Silk Scientific Corporation,
Orem UT, USA), el cual mide el nUmero de pixeles en un area seleccionada de la
muestra, y es normalizado con el valor densitométrico de un gen constitutivo. Los
resultados se expresaron como la razén entre el mMRNA del gen estudiado y el gen
constitutivo (rRNA18S). Para comparar con los otros grupos de endometrios, a los

endometrios controles (ENp y ENSs) se les asigno el valor arbitrario de 1.

Tabla 2. Secuencia de partidores utilizados

PARTIDOR | PRODUCTO SENSE ANTISENSE

NGF 167 pb 5-TAAAAAGCGGCGACTCCGTT-3 | 5 ATTCGCCCCTGTGGAAGATG-3'
VEGF121 307pb

VEGES 23600 5-AGGCCAGCACATAGGAGAGA3 | o\ oo o

VEGF g9 104pb

rRNA18S 198 pb 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3 5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3




Tabla 3. Condiciones de RT-PCR de los diferentes partidores

PARTIDOR N° DE CICLOS DENATURACION | ANNEALING | EXTENSION
NGF 32 94°C 62°C 72°C
VEGF 27 94°C 62°C 72°C
rRNA 18S 20 94°C 55°C 72°C




4. ANALISIS ESTADISTICO

Para calcular el numero de sujetos necesarios para el estudio, se consideré un a de
0,05 y un 3 de 0,20, siendo de interés detectar como estadisticamente significativa una
diferencia entre las medias de 25%. Para dicho calculo se utilizé la formula de
comparacion de medias, estableciéndose un nimero de 7 sujetos para cada grupo

estudiado. La férmula es detallada a continuacion:

Donde:
n = sujetos necesarios en cada una de las
5 muestras
n= 2 (Za+2ZB) x S = desviacién estandar
q2 d = diferencia que se espera estimar como

estadisticamente significativa
Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado
ZB = Valor Z correspondiente al riesgo deseado

Los resultados se expresaron en todos los ensayos como promedio + error estandar
de la media (EEM), comparandose endometrios controles de fase proliferativa versus
(vs) endometrios controles de fase secretora, endometrios controles de fase
proliferativa vs SOP de fase proliferativa y endometrios controles de fase secretora vs
SOP de fase secretora. Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el programa
computacional Graph Pad Prism 5.0, en el cual se realizé el test de Kolmogorov —
Smirnov para evaluar la normalidad de la distribucién de los datos. Posteriormente,
para datos paramétricos se utilizo el test de t de Student, mientras que para datos no
paramétricos se us6 el test de Mann-Whitney. Como criterio de significacién se

considerd un p < 0,05.



RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y METABOLICAS DE LAS PACIENTES EN
ESTUDIO

Las biopsias endometriales fueron obtenidas de 18 mujeres controles de fase
proliferativa, de 18 de fase secretora y 25 mujeres diagnosticadas con SOP, de las
cuales se obtuvieron 12 endometrios compatibles morfolégicamente con la fase
proliferativa y 13 endometrios de mujeres que habian reactivado sus ciclos ovulatorios
espontaneamente, y morfolégicamente fueron compatibles con la fase secretora del

ciclo menstrual.

Las caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en este estudio, fueron
comparadas entre los grupos controles y SOP en la Tabla 4. En ella se observa que las
pacientes con SOP de fase proliferativa poseen un indice de masa corporal (IMC)
significativamente mayor, indicando sobrepeso u obesidad, comparadas con las
mujeres controles de la misma fase, lo cual es una caracteristica de esta patologia.
Junto a ésto, los niveles plasmaticos de testosterona (T) se encontraron aumentados
significativamente en las mujeres con SOP comparadas con las pacientes controles en
ambas fases, en cambio los andrégenos no mostraron diferencia significativa en la fase
secretora. También, se observé una disminucién en las concentraciones plasmaticas
de SHBG en las pacientes con SOP versus las pacientes controles, lo que trajo como
consecuencia el aumento significativo del indice de androgenos libres (IAL), tanto en la
fase proliferativa como en la secretora del ciclo menstrual. Respecto a las
concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona, no se observaron diferencias

significativas entre las pacientes en estudio (Tabla 5).
Utilizando como criterio de diagnéstico la medicion de insulinemia 120 minutos post
carga de 75 gramos de glucosa oral, se obtuvo un 36% de las pacientes SOP de fase

proliferativa insulino resistentes y un 23% de las ESOPs (Tabla 6).

Tabla 4. Antecedentes clinicos de las pacientes en estudio



ENp ESOPp ENs ESOPs
EDAD (Afios) 33,3+ 1,60 26,5 + 0,70 35,8 +2,70 29,9 + 2,00
IMC (Kg/m?) 26,9 + 1,30 34,1 + 1,20* 25,0 + 1,00 29,7 +1,90

Caracteristicas generales de las pacientes con endometrios: control de fase proliferativa (ENp), con
sindrome de ovario poliquistico de fase proliferativa (ESOPp), control de fase secretora (ENs) y con
sindrome de ovario poliquistico de fase secretora (ESOPs) e indice de masa corporal (IMC). Los valores
son expresados como promedio * error estandar de la media. *: p<0,05 ENp vs ESOPp.

Tabla 5. Antecedentes hormonales de las pacientes en estudio

ENp ESOPp ENs ESOPs
Ez (pg/mL) 73.8+22/4 63,1+ 4,70 91,0 + 35,0 138 + 25,0
P4(ng/mL) 0,90 + 0,50 1,00 + 0,25 6,90 + 2,00 4,80 + 0,90
As(ng/mL) 1,70+0,30 4,50 + 1,60* 1,60 + 0,05 2,20 + 0,40
T (ng/mL) 0,44+0,06 0,87 +0,07* 0,40 + 0,06 0,66 + 0,05**
SHBG (nmollL) | 600+160  234+3,10* 77,7 £ 7,00 38,0 + 17,9%
IAL 2,70 + 0,62 14,9 + 2,50* 1,73+ 0,20 8,85 + 3,53

Mediciones hormonales de las mujeres en estudio: Estradiol (Ez), progesterona (P4), androstenediona
(Ay), testosterona (T), globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG), indice de androgenos
libres (IAL), endometrio control de fase proliferativa (ENp), endometrio de mujeres con sindrome de
ovario poliquistico de fase proliferativa (ESOPp), endometrio control de fase secretora y endometrio de
mujeres con sindrome de ovario poliquistico de fase secretora (ESOPS). Los valores son expresados
como promedio * error estandar de la media. * p<0,05 ENp vs ESOPp; ** p<0,05 ENs vs ESOPs.
Valores de Referencia: Fase Proliferativa normal: Ez: 20 — 300 pg/mL; P4: < 4,0 ng/mL. Fase Secretora
normal: Ez: 50 — 150 pg/mL; P4: >4,0 ng/mL. Para ambos grupos: T: <0,6 ng/mL; A4 0,4 — 2,7 ng/mL;
SHBG: 30 — 120 nmol/L; IAL < 4,5.



Tabla 6. Valores de glicemia y de insulinemia basal y post carga de las pacientes

con SOP sometidas a test de tolerancia a la glucosa oral (TTGO)

ESOPp nIR ESOPp IR ESOPs nIR ESOPs IR

Glicemiabasal (ng/mL) | 72+253  731+4,12  63+345 74455

Glicemia 120’ post
carga (ng/mL) 100+ 7,5 116 £2,3 106 £5,5 114+ 2,6
Insulinemia basal

(mUI/mL) 11,3+236  209+21 6,2+1,99 82+25

Insulinemia 120’ post

Mediciones de insulinemia basal y post carga y glicemia de las pacientes sometidas al test de
tolerancia a la glucosa oral (TTGO) diaghosticadas con SOP con endometrios: de fase proliferativa
no insulino-resistente (ESOPp nIR); de fase proliferativa insulino-resistente (ESOPp IR); de fase secretora
no insulino-resistente (ESOPs nIR) y de fase secretora insulino-resistente (ESOPs IR).Indice de masa
corporal (IMC). Los valores se expresan como promedio + EEM. Valores de Referencia: Glicemia basal:
70 - 100 mg/dL, glicemia 120 min post carga de glucosa: < 140 mg/dL; Insulinemia Basal: < 20 (mUl/mL),
Insulinemia a 120 min post carga de glucosa: < 60 (ulU/mL).



2. INMUNODETECCION Y SEMICUANTIFICACION DE VEGF, NGF Y trkA A
TRAVES DEL CICLO MENSTRUAL Y EN ENDOMETRIOS DE MUJERES CON SOP

2.1. Estudio inmunohistoquimico de VEGF durante el ciclo menstrual
La inmunotincion de VEFG fue positiva través de todo el ciclo menstrual y estuvo

presente en el citoplasma de las células estromales y del epitelio glandular,

distribuyéndose de forma homogénea en todas las fases del ciclo.

Figura 7. Inmunotincién para VEGF en endometrios controles. A) endometrio control de fase
proliferativa (ENp), control negativo;B) ENp; C) ENp; D) endometrio control de fase secretora (ENSs),
control negativo; E) ENs; F)ENs. = : Epitelio glandular, = :Estroma

La semicuantificacién fue realizada por HScore (HS), el cual integra la intensidad de
la tincién y porcentaje de células positivas, determinadas por tres evaluadores
independientes. Mediante la semi-cuantificacion con HS, se observdé un aumento
significativo de la tincion de los ENs al compararlos con los ENp, tanto para las células
del epitelio glandular (p<0,001) como para las células del estroma (p<0,01) (Figura 7)
(Grafico 1). La tincion en las células del epitelio glandular fue més intensa que las de
las células estromales en ambas fases del ciclo (Figura 7) (Grafico 1).
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Gréafico 1. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de VEGF en endometrios de mujeres
controles de fase proliferativa (ENp) y de fase secretora (ENs). El ensayo se realiz6 en células del
epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENp y ENs. El nimero de pacientes analizadas
fue de 7 para ENp y 5 para ENs. Los resultados se expresaron como HScore promedio + error estandar
de la media. **: P < 0,01 ENp vs ENs; ***: p < 0,001 ENp vs ENs.

2.2. Inmunodeteccion de VEGF en endometrios de mujeres con SOP y en

endometrios de mujeres controles

Los niveles de expresion de la tincién de VEGF son significativamente mayores en
los ESOPp, al compararlos con los ENp, en las células del epitelio glandular (p<0,001)
y del estroma (p<0,001) (Figura 8) (Gréafico 2). Ademas, se debe destacar que la
tincion se observdé mas intensa en las células del epitelio glandular en los ESOPp
(Figura 8) (Graéfico 2).



Figura 8. Inmunotincién para VEGF en endometrio de mujeres controles de fase proliferativa (ENp)
y diagnosticadas con SOP de fase proliferativa (ESOPp). A) ENp, control negativo;B) ENp; C) ENp; D)
ESOPp, control negativo; E) ESOPp; F) ESOPp. = : Epitelio glandular; = :Estroma.
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Gréafico 2. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de VEGF en endometrios de mujeres
controles de fase proliferativa (ENp) y con SOP de fase proliferativa (ESOPp). El ensayo se realizé
en células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENp y de mujeres diagnosticadas
con SOP de fase proliferativa (ESOPp). El nimero de pacientes analizadas fue de 7 para ENp y 8 para
ESOPp. Los resultados se expresaron como media del HScore + error estandar de la media. ***: p<0,001
ESOPp vs ENp.



Al comparar la tincion de VEGF en los ENs con los de ESOPs, no se observaron

diferencias significativas (Figura 9) (Grafico 3).

Figura 9. Inmunotincién para VEGF en endometrios controles de fase secretora (ENs) y SOP de
fase secretora (ESOPs). A) ENs, control negativo; B) ENs; C) ENs; D) ESOPs, control negativo; E)
ESOPsy F) ESOPs. = : Epitelio glandular; = :Estroma.
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Grafico 3. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de VEGF en endometrios de mujeres
controles de fase secretora (ENs) y con SOP de fase secretora (ESOPs). El ensayo se realiz6 en
células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENs y de mujeres diagnosticadas con
SOP de fase secretora (ESOPs). El nimero de pacientes analizadas fue de 5 para ENp y 5 para ESOPs.
Los resultados se expresaron como HScore promedio + error estandar de la media.

2.3. Estudio inmunohistoquimico de NGF durante el ciclo menstrual



La tincion para NGF estuvo presente en ambas fases del ciclo, tanto en las células
epiteliales como en el estroma, y fue predominantemente citoplasmatica con

distribucion homogénea en ambas poblaciones celulares (Figura 10).

f\ v R

Figura 10. Inmunotincién para NGF en endometrios controles. A) endometrio control de fase
proliferativa (ENp), control negativo;B) ENp; C) ENp; D) endometrio control de fase secretora (ENSs),
control negativo; E) ENs; F) ENs. = : Epitelio glandular; = :Estroma.

Al semi-cuantificar la intensidad de la marca, se observd una expresion
significativamente mayor de NGF en los ENs que en los ENp, tanto para el
compartimento epitelial (p< 0,01) como para el estromal (p<0,001) (Figura 10) (Grafico
4). Al comparar las poblaciones celulares presentes en el endometrio, se distinguio una
mayor intensidad de la tincién en las células epiteliales que en las estromales, en
ambas fases del ciclo (Figura 10) (Gréfico 4).
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Gréafico 4. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de NGF a través del ciclo menstrual. El
ensayo se realizé en células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios control de fase
proliferativa (ENp) y de control de fase secretora (ENs). Se evaluaron 9 endometrios de mujeres controles
de fase proliferativa (ENp) y 6 de fase secretora (ENs). Los resultados se expresan como HScore
promedio * error estandar de la media. ** p<0,01 ENp vs ENs; *** p<0,001 ENp vs ENs.

2.4. Inmunodeteccion de NGF en endometrios de mujeres con SOP y en

endometrios de mujeres controles

La expresion de NGF en endometrios de mujeres con SOP fue predominantemente
citoplasmatica, de distribucion homogénea y también presente en ambas poblaciones
celulares del endometrio. Por un lado, la intensidad de la tincion de NGF fue
significativamente mayor en los endometrios ESOPp, con respecto a los ENp, en las

células del epitelio glandular (p<0,01) y estromales (p<0,001) (Figura 11) (Grafico 5).



Figura 11. Inmunotinciéon para NGF en endometrios controles de fase proliferativa (ENp) y
endometrios de mujeres con SOP de fase proliferativa (ESOPp). A) ENp, control negativo;B) ENp; C)
ENp; D) ESOPp, control negativo; E) ESOPp; F) ESOPp. = : Epitelio glandular; = :Estroma
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Gréafico 5. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de NGF en endometrios de mujeres
controles de fase proliferativa (ENp) y con SOP de fase proliferativa (ESOPp). El ensayo se realiz6
en células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENp y de mujeres diagnosticadas
con SOP de fase proliferativa (ESOPp). Se evaluaron 9 endometrios de mujeres controles de fase
proliferativa (ENp) y 8 con SOP de fase proliferativa (ESOPp). Los resultados se expresan como HScore
promedio * error estandar de la media. **: p<0,01 ENp vs ESOPp; ***: p<0,001 ENp vs ESOPp.



Por otro lado, no existieron diferencias significativas al comparar el grado de tincién

en los ENSs, respecto a los ESOPs (Figura 12) (Gréfico 6).

ENsC{)

’
¢

[ a

v?

)r

A\

-~

P,
SNO%
'y
( w’
Cadl n S

& S0
7 1000X |

Figura 12. Inmunotincién para NGF en endometrios controles de fase secretora (ENs) y SOP de fase
secretora (ESOPs). A) ENs, control negativo; B) ENs; C) ENs; D) ESOPs, control negativo; E) ESOPs y
F) ESOPs. = : Epitelio glandular; = : Estroma.
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Gréafico 6. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de NGF en endometrios de mujeres
controles de fase secretora (ENs) y con SOP de fase secretora (ESOPs). El ensayo se realiz6 en
células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENs y de mujeres diagnosticadas
con SOP de fase secretora (ESOPs). El nUmero de pacientes analizadas fue de 6 para ENs y 6 para
ESOPs. Los resultados se expresaron HScore promedio * error estdndar de la media.




2.5. Estudio inmunohistoquimico de trkA durante el ciclo menstrual

El receptor de alta afinidad de NGF, trkA, se localiz6 a nivel citoplasmatico, tanto en
las células epiteliales como estromales de los cuatro grupos en estudio,
manifestdndose durante todo el ciclo menstrual con diferentes intensidades y con

distribucion homogénea (Figura 13).

Figura 13. Inmunotincion para trkA en endometrios controles. A) endometrio control de fase
proliferativa (ENp), control negativo;B) ENp; C) ENp; D) endometrio control de fase secretora (ENS),
control negativo; E) ENs; F)ENs. = : Epitelio glandular; = :Estroma.

Asi, al semi-cuantificar la intensidad de la marca por medio de HScore en los
endometrios controles, se observl una significativa mayor expresion de esta proteina
en los ENs, en comparacion con los ENp, tanto para el compartimento epitelial
(p<0,001) como para el estromal (p<0,001) (Figura 12) (Grafico 7). El nivel de
intensidad fue mayor en el epitelio glandular que en el estroma, en ambas fases del
ciclo (Figura 13) (Grafico 7).
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Gréafico 7. Semicuantificaciéon por inmunohistoquimica de trkA en endometrios de mujeres
controles de fase proliferativa (ENp) y de fase secretora (ENs). El ensayo se realizé en células del
epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENp y ENs. El nimero de pacientes analizadas
fue de 6 para ENp y 6 para ENs. Los resultados se expresaron como HScore promedio + error estandar
de la media. ***; p<0.001 ENs vs ENp.

2.6. Estudio inmunohistoquimico de trkA en endometrio de mujeres con SOP y

en endometrio de mujeres controles

La expresion del receptor trkA en los endometrios de mujeres diagnosticadas con
SOP fue observada en ambas fases del ciclo, pero al realizar la semi-cuantificaciéon con
HScore se manifestdé una diferencia significativa al comparar los ENp con los ESOPp,
tanto en las células del epitelio glandular (p<0,01) como del estroma (p<0,001) (Figura
14) (Gréfico 8).

Ademas, la mayor diferencia se observo al comparar las células del estroma de ambos
grupos. Sin embargo, no existieron diferencias significativas al comparar los ENs con
los ESOPs (Figura 15) (Gréfico 9).



Figura 14. Inmunotincién para trkA en endometrio de mujeres controles de fase proliferativa (ENp)
y diagnosticadas con SOP de fase proliferativa (ESOPp). A) ENp, control negativo;B) ENp; C) ENp; D)
ESOPp, control negativo; E) ESOPp; F) ESOPp. — : Epitelio glandular, = : Estroma.
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Grafico 8. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de trkA en endometrios de mujeres
controles de fase proliferativa (ENp) y con SOP de fase proliferativa (ESOPp). El ensayo se realizd
en células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENp y de mujeres diagnosticadas
con SOP de fase proliferativa (ESOPp). Se evaluaron 9 endometrios de mujeres controles de fase
proliferativa (ENp) y 8 SOP de fase proliferativa (ESOPp). Los resultados se expresan como HScore
promedio + error estandar de la media. **: p<0,01 ESOPp vs ENp; ***: p<0,001 ESOPp vs ENp.
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Figura 15. Inmunotincién para trkA en endometrios controles de fase secretora (ENs) y SOP de fase
secretora (ESOPs). A) ENs, control negativo; B) ENs; C) ENs; D) ESOPs, control negativo; E) ESOPs y F)
ESOPs. — : Epitelio glandular; = : Estroma.
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Grafico 9. Semicuantificacion por inmunohistoquimica de trkA en endometrios de mujeres
controles de fase secretora (ENs) y con SOP de fase secretora (ESOPs). El ensayo se realiz6 en
células del epitelio glandular y células del estroma de endometrios ENs y de mujeres diagnosticadas con
SOP de fase secretora (ESOPs). El nimero de pacientes analizadas fue de 6 para ENs y 6 para ESOPs.
Los resultados se expresaron como HScore promedio + error estandar de la media.



3. NIVELES DE mRNA DE NGF Y VEGF EN ENDOMETRIOS DE MUJERES
CONTROLES A TRAVES DEL CICLO MENSTRUAL Y EN ENDOMETRIOS DE
MUJERES CON SOP

3.1. Niveles de expresiobn de mRNA de NGF en endometrios de mujeres

controles, a través del ciclo menstrual y en endometrios de mujeres con SOP

Los niveles de mRNA de NGF fueron semicuantificados en los cuatro grupos de
estudio y se compararon ENp vs ENs, ENp vs ESOPp y ENs vs ESOPs, observando
una disminucién de los niveles de expresibn en  ESOPp, con respecto a ENp
(p<0,05). Sin embargo, al comparar ENp con ENs no se obtuvo diferencias

significativas, al igual que entre ENs y ESOPs (Figura 16) (Gréfico 10).

Figura 16. Gel representativo de los resultados obtenidos de la semicuantificacion del mRNA para
NGF en los cuatro grupos de estudio. (A) Control positivo, células de la granulosa humana;(B) Control
negativo; (C) ENp; (D) ESOPp; (E) ENsy (F) ESOPs.
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Gréfico 10. Semicuantificacion del mMRNA para NGF en los cuatro grupos de estudio. Los valores
fueron normalizados con rRNA 18S y son expresados como media + EEM. *: p < 0.05 ESOPp vs ENp.



3.2. Niveles de expresién de mRNA de VEGF en endometrios de mujeres

controles, através del ciclo menstrual y en endometrios de mujeres con SOP

La semicuantificacion de las isoformas de VEGF mostraron que la isoforma
mayormente expresada en el endometrio humano fue VEGF 45 y la de menor expresion
fue VEGFg9 (Figura 17). Las isoformas VEGF1,; Y VEGF65 no manifestaron cambios
significativos a través del ciclo menstrual, ni al comparar los endometrios de mujeres
controles con los de mujeres con SOP en ambas fases del ciclo menstrual (Figura 16)
(Gréficos 11y 12).

VEGF 139 307pb
VEGF g 236pb
VEGF,, 104pb

Figura 17. Imagen representativa de los resultados obtenidos de la semicuantificacién del mRNA de
VEGF para sus isoformas 121, 165y 189 en los cuatro grupos de estudio. (A) Control positivo, células
de la granulosa humana; (B) Control negativo; (C) ENp; (D) ESOPp; (E) ENsy (F) ESOPs.

Sin embargo, la isoforma VEGFg, aunque no presenté cambios a través del ciclo
menstrual, presento diferencia significativa entre los ENs y los ESOPs (p<0,05) (Figura
17) (Gréficos 13).
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Gréfico 11. Semicuantificacion del mRNA para VEGFi21 en los cuatro grupos de estudio. Los valores
fueron normalizados con rRNA 18S y son expresados como promedio + EEM.
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Grafico 12. Semicuantificacion del mMRNA para VEGFigs en los cuatro grupos de estudio. Los valores
fueron normalizados con rRNA 18S y son expresados como promedio + EEM.
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Grafico 13. Semicuantificacion del mMRNA para VEGFigg en los cuatro grupos de estudio. Los valores
fueron normalizados con rRNA 18S y son expresados como promedio + EEM.*: p<0.05 ESOPs vs ENs.



DISCUSION

Los diferentes cambios que experimenta el endometrio estan determinados
esencialmente por los esteroides ovaricos. En presencia de alteraciones reproductivo-
metabdlicas como ocurre en el SOP, existen diferencias bioquimicas a nivel
endometrial, que pueden afectar estos cambios perturbando la homeostasis tisular. En
efecto, nuestro laboratorio y otros investigadores han demostrado el aumento de la
expresion de los receptores de andrégenos (Apparao et al., 2002; Villavicencio et al.,
2006) y de estrégenos, ademas de sus co-activadores en los endometrios de mujeres
con SOP (Villavicencio et al., 2006). Estos datos sugieren una mayor sensibilidad de
estos endometrios a la accion de los esteroides ovaricos. Frecuentemente estas
pacientes presentan hiperandrogenemia e hiperinsulinemia, la cual regula
negativamente la produccion hepética de SHBG, lo que trae como consecuencia un
aumento de los niveles de E, y T libre en la circulacién (Marx y Mehta, 2003). Asi, el
crecimiento y diferenciacion endometrial en mujeres con SOP esta influenciado por
androégenos, y en ausencia del efecto regulador de la progesterona, el endometrio no
experimenta la transformacidon secretora y esta continuamente expuesto a la
estimulacion y efectos mitogénicos de los estrogenos que pueden llevar a sobre-
crecimiento del endometrio, patrones de sangramiento impredecible, hiperplasia y
cancer endometrial (Elliot et al., 2001; Cheung et al., 2001). Junto con esto, nuestro
laboratorio ha encontrado expresion anémala de diversas moléculas asociadas al ciclo
celular, como Ki67 y p-H3, que sblo estan presente en células que estan en ciclo
celular, y a la apoptosis, tales como la raz6n aumentada entre Bcl-2 (proteina anti-
apoptotica) y Bax (pro-apoptética), la falta de expresion de caspasa-3 activa y el
aumento de p-Bad relacionado con la sobrevivencia celular, indicando un desbalance

entre proliferacion y apoptosis.

Estos antecedentes nos llevaron a proponer que al existir alteraciones hormonales,
junto con la proliferacion y sobrevida de las células endometriales, pueden estar
alterados factores de crecimiento involucrados en el crecimiento y angiogénesis del
endometrio en el ciclo menstrual, que responden a hormonas esteroidales como los

estrdgenos.



Uno de estos factores de crecimiento es VEGF, la molécula angiogénica mas
poderosa conocida hasta el momento. La proliferacion, menstruacion y placentacion
gue ocurren en el endometrio involucran la remodelacion de la vasculatura endometrial
y VEGF juega un importante rol en la regulacion de la permeabilidad vascular, el
establecimiento de la formacion de nuevos vasos e induce la proliferacion, migracién y
diferenciacion de las células endoteliales en el endometrio (Ferrara y Davis-Smith,
1997; Smith et al., 1998; Jabbour et al., 2005). La angiogénesis fisiolégica en adultos
se produce en pocos lugares del organismo y uno de éstos es el sistema reproductivo
femenino. Normalmente es un proceso que se produce durante todo el ciclo menstrual,
tanto en la fase proliferativa del endometrio como en la secretora. Asi, estudios han
localizado al mMRNA y proteina VEGF en endometrio de humanos y primates, tanto en
las células epiteliales como estromales (Smith, 1998; Sugino et al., 2002; Jabbour et
al., 2005). Los resultados del presente trabajo no son diferentes a lo publicado por
estos autores, pues se ha observado que la proteina VEGF se expresa durante todo el
ciclo menstrual en el estroma y en el epitelio. Con respecto a ésto, existen
antecedentes que sefalan que VEGF es secretado abundantemente por las células
epiteliales y podria no estar asociado necesariamente a la actividad angiogénica
(Jabbour et al, 2005), sino a las otras acciones descritas para este factor de
crecimiento. Ademas, se ha observado una mayor intensidad de la tincion de la
proteina VEGF en las células epiteliales de las glandulas, que en las estromales,
respecto a lo cual existen varios estudios que resaltan la mayor expresién de VEGF en
las glandulas endometriales, siendo secretado apicalmente en gran cantidad por las
células epiteliales del endometrio. Lo anterior podria constituir una sefial para el
desarrollo del blastocisto y la implantacion (Hornugs et al., 2003). También, segun
algunos autores existiria la posibilidad de que cantidades significativas difundan a
través de las células epiteliales de la membrana basal para inducir una gradiente
afectando los capilares del plexo sub-epitelial (Jabbour et al., 2005).

Otra accion destacable atribuida a VEGF es un efecto proliferativo sobre las células
epiteliales en la fase proliferativa tardia (Hastings et al., 2003), aunque los tipicos
receptores de VEGF no han sido detectados en estas células, por lo tanto, este efecto

podria ser transmitido a través de otro receptor atipico llamado neuropilina (Germeyer



et al., 2005). La mayor expresion de la proteina VEGF en las células epiteliales en los
endometrios controles observada en este trabajo, sefiala funciones fisiol6gicas de
VEGF que van mas alld de la funcion angiogénica de esta proteina. Ademas,
observamos que existe una mayor intensidad de la tincién en la fase secretora de los
endometrios controles que en la fase proliferativa, tanto para el epitelio como para el
estroma, y se sabe que existen diferencias en el proceso angiogénico entre ambas
fases. Asi, en la fase proliferativa al existir un rapido crecimiento del tejido endometrial,
€S necesario que se genere un soporte nutricional para este tejido en crecimiento, en
cambio en la secretora el proceso angiogénico se genera a través del desarrollo y
enrollamiento de las arteriolas espiraladas y el crecimiento del plexo capilar sub-
epitelial (Gambino et al., 2002), por lo tanto, podriamos atribuir un rol mas activo de
VEGF en la fase secretora, dada la mayor expresion de la proteina en esta fase, y

sobre todo en las células epiteliales en el ciclo menstrual normal.

Por otro lado, al comparar los ESOPp con los ENp, se observo un incremento en la
expresion de la proteina VEGF y, en cambio, en los ESOPs y en los ENSs, los
resultados en la expresion de VEGF fueron similares. Esta diferencia entre los ENp y
ESOPp, se podria explicar por la respuesta de VEGF a los estrgenos, ya que existe
una mayor sensibilidad a los estrogenos en el endometrio SOP. Si bien también se
observo una tincion mas intensa en las células epiteliales de los endometrios de las
mujeres con SOP, no se puede evitar notar que hubo una mayor diferencia o cambio al
comparar las células estromales de los endometrios de las mujeres controles con las
células estromales de los endometrios SOP, sin olvidar que la diferencia en ambas
poblaciones celulares fue significativa. Esto lleva a sugerir que VEGF tendria un papel
en la patologia del SOP a nivel de una angiogénesis aberrante, que impediria una
adecuada preparacion del endometrio para la implantacion. Por otro lado, la mayor
expresion en las células epiteliales, junto con la posible funcién proliferativa de VEGF
en estas células reportada por Hastings et al. (2003), podrian explicar la mayor
probabilidad de estas mujeres a desarrollar hiperplasia y cancer endometrial. Ademas,
el hecho de no encontrar diferencia entre los ENs y ESOPs, se podria explicar porque

el aumento de VEGF en la fase secretora se asocia al aumento de la progesterona y la



angiogénesis producida en ese momento esta relacionada con la remodelacion del

endometrio para prepararlo para la implantacion (Nayak et al., 2002).

Se sabe que, producto del gen VEGF, al menos cinco proteinas han sido
identificadas y designadas como VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 y
VEGF206 (Ferrara y Davis-Smith et al., 1997; Xie et al., 2004), de las cuales tres de
ellas, 121, 165 y 189 han sido encontradas por medio de PCR en el endometrio
humano (Torry et al., 1996). Esto no se contrapone con los resultados de este estudio,
en los cuales se expresaron las tres isoformas durante todo el ciclo, siendo las mas
abundantes 121 y 165, al igual que lo sefialado en la literatura (Smith, 1998; Huang et
al., 1998). Ademas, los resultados no mostraron diferencias significativas del mRNA de
todas las isoformas a través del ciclo menstrual. Cabe destacar que el mRNA de VEGF
se expresa en los dos principales tipos celulares del endometrio, y en la fase
proliferativa ha sido encontrado en las células del epitelio glandular y superficial y
también en las células estromales de la misma fase (Smith et al., 1998). En cambio,
después de la ovulacion, estos patrones se ven alterados, mientras las células
epiteliales siguen produciendo VEGF, las células estromales dejan de producir VEGF
(Smith et al., 1998). Sin embargo, el semi-cuantificar el mMRNA de las isoformas de
VEGF en trozos de endometrio, sin separar las poblaciones celulares que lo
componen, podria explicar que no se encontraran diferencias a través del ciclo
menstrual, dado que una poblacion celular podria encubrir los cambios de la otra.
Ahora bien, los resultados de este trabajo, no mostraron diferencias de las isoformas al
comparar los endometrios de mujeres controles con los endometrios de mujeres con
SOP, con la excepcion de las diferencias significativas observadas en el mRNA de la
isoforma VEGF 189, al comparar ESOPs con ENs. Se sabe que en el endometrio
humano, el E, regula positivamente a todas las isoformas de VEGF (Shifren et al.,
1996), mientras que la P, aumenta selectivamente la expresion de VEGF 189 en la
fase secretora, sugiriendo una regulacién transciente positiva de VEGF189 durante la
fase secretora del ciclo (Ancelin et al., 2002). Ademas, se debe recordar que en los
endometrios de mujeres con SOP existe una persistencia de los receptores de P, en
las células epiteliales en la fase secretora (Quezada et al., 2006), lo que podria llevar a

la P, a actuar sobre las células epiteliales y sobre-expresar el mRNA de VEGF 189. La



literatura también ha relacionado el aumento de la expresion de VEGF 189 con algunos
canceres, asi, recientemente se ha observado que VEGF 189 es sobre-expresada en
pacientes con metastasis de adenocarcinoma pulmonar (Otrock et al., 2007),
pudiéndose asociar esta alza con la mayor probabilidad de estas mujeres a desarrollar

cancer endometrial.

Ahora bien, hemos detectado las diferencias entre la expresion de la proteina VEGF
y la semi-cuantificacion del mMRNA de VEGF a través del ciclo menstrual. La proteina
fue semi-cuantificada separando su expresién en las dos poblaciones principales,
células epiteliales y estromales, pero no se semi-cuantificaron las isoformas de VEGF.
Respecto a mRNA, en cambio, se semi-cuantificaron las tres isoformas principales,

pero no se hizo la diferencia entre poblaciones celulares.

Se sabe que VEGF es estimulado por numerosos factores de crecimiento, entre
ellos NGF, al que también en los ultimos afios se le ha atribuido un rol en la
angiogénesis, no solo por la estimulacién de VEGF, sino que también a través de su
receptor de alta afinidad tendria efectos en la migracién y proliferacion de células
endoteliales por si mismo (Calza et al., 2000; Dollé et al., 2005; Julio-Pieper et al.,
2006).

La neurotrofina NGF estimula el crecimiento, sobrevida y mantencion de células del
sistema nervioso central y periférico durante el desarrollo y después de un dafio.
Ademas, es producido y utilizado por varios tipos celulares no neuronales, incluyendo
células del sistema inmune, células epiteliales, queratocitos y células musculares lisas,
indicando que NGF puede tener roles en otros sistemas del organismo ademas del
sistema nervioso (Micera et al., 2007). Existen muy pocos antecedentes de la
presencia de NGF en el sistema reproductivo, habiéndose encontrado en el Utero
murino (Bjorling et al., 2002) y en endometrio de hamster (Shi et al., 2006), asociandolo
con su funcion. Los resultados de este trabajo, demuestran la presencia de la proteina
NGF en el endometrio humano y su expresion diferencial a través del ciclo menstrual.
Asi, observamos una mayor expresion de NGF en los ENs comparados con los ENp,

presumiendo un rol fisiolégico en esta segunda fase del ciclo, incluyendo a la



preparacion del endometrio para la implantacion. Esto difiere de lo encontrado en el
endometrio de hamster, en el cual se encontré una fuerte tincion en la fase proliferativa

del ciclo.

También se ha sugerido que la regulacién de NGF es a través de los estrogenos y
de la progesterona, ya que aumenta su expresibn en las glandulas salivales
submandibulares de ratdén y en el Gtero de raton y de hamster, al estimularlos con ellos
(Shi et al., 2006; Bjorling et al., 2002). Por lo tanto, no sorprende haber encontrado una
mayor expresion en los ESOPp al compararlos con ENp. No se obtuvo diferencia

significativa al comparar ESOPs con los ENs.

La expresion génica de NGF fue menor en los ESOPp comparados con los ENp,
esto se podria atribuir a que el mMRNA en los ENp no se estaria traduciendo
completamente a proteina en estos endometrios y, en el caso de los ESOPp, el mMRNA
podria estar produciéndose en menor cantidad, pero estaria traduciéndose
completamente a proteina. No hubo diferencias a través del ciclo menstrual, ni al

comparar los ENs con los ESOPs.

Debido al aumento de la expresion de la proteina NGF en los ESOPp y su posible
participacion en el aumento de la expresion de VEGF, junto con su actividad en la
sobrevivencia y proliferacion celular, parecié interesante observar la expresion del
receptor de alta afinidad de esta neurotrofina. La literatura es escasa en cuanto a la
presencia de trkA en el endometrio humano. Shibayama y Koizumi (1996), detectaron
la presencia de trkA en diversos érganos fuera del tejido nervioso y observaron que en
endometrio de fase proliferativa no se expresaba en cuantia importante; en los
endometrios de fase secretora, en cambio, si existia una expresion de la proteina trkA,
sobre todo en las células epiteliales. Asi, al examinar los resultados de este trabajo con
respecto a este receptor, observamos diferencias con el trabajo de los autores antes
mencionados, ya que la expresion proteica de trkA la observamos a través de todo el
ciclo menstrual, con una mayor expresion de la proteina en las células epiteliales,

manifestdndose mayormente en los ENs. Los ESOPp mostraron una mayor expresion



de la proteina que los ENp y no se manifestaron diferencias entre los ENs y los
ESOPs.

Los resultados expuestos en este trabajo, sugieren la posibilidad de que estos
factores, VEGF, NGF y el receptor trkA, tengan una funcién fisioldgica en el endometrio
normal, con mayor notoriedad en la fase secretora del ciclo y no por eso menos
importante en la fase proliferativa. Ahora bien, al examinar los resultados en los
endometrios patoldgicos, éstos manifestaron diferencias en la expresion de estas
moléculas al compararlas con los endometrios controles. La mayor diferencia
encontrada en los endometrios de fase proliferativa de las mujeres SOP para estas tres
moléculas, nos permiten proponer un rol de ellas en la patologia del SOP y que se
presentaria principalmente en la fase proliferativa, considerando que en esta fase
comienza a restituirse el tejido endometrial y la expresién anémala de estas moléculas
llevarian a un crecimiento y angiogénesis alterados, que incidiria directamente en la

fase secretora impidiendo un adecuado desarrollo de la funcién reproductiva.

En resumen, los resultados de este trabajo han confirmado que entre las multiples
alteraciones de la homeostasis tisular del endometrio, existen variaciones de factores
de crecimiento que responden a las hormonas esteroidales ovaricas como VEGF y
NGF, ademas del receptor de alta afinidad de NGF, trkA. Estos factores de crecimiento
han sido relacionados con funciones reproductivas en diferentes mamiferos, tales
como la preparacion del endometrio para la implantacion a través del crecimiento y la
angiogénesis de este tejido y también se han asociado al crecimiento del tejido
endometrial. Asi, en mujeres con trastornos reproductivos, como las mujeres con SOP,
en las cuales existen cambios en el metabolismo esteroidal, estos factores de
crecimiento se manifiestan de forma aberrante en el endometrio, pudiendo participar en
la mayor probabilidad de estas mujeres a desarrollar hiperplasia y cancer endometrial,
ademas de sus trastornos en la funcion reproductiva, que se traduce en mayor
cantidad de abortos, mayor probabilidad de presentar abortos recurrentes, junto a la

disminucion en la fertilidad.



CONCLUSIONES

e Las proteinas VEGF, NGF y trkA, se expresan diferencialmente durante el ciclo
menstrual normal, sugiriendo un rol fisiolégico en el proceso angiogénico del
endometrio. Ademas, el aumento de la expresion en la fase secretora sugiere

un importante rol en esta fase de preparacién para la implantacion.

e Los ESOPp manifestaron un importante aumento de la expresion de las
proteinas VEGF, NGF y trkA, indicando la posible participacion de estas
moléculas en la patologia del SOP. La sobreexpresién anémala de estas tres
proteinas en el inicio de la regeneracion del tejido endometrial, después de la
descamacion producida por la menstruacion, podria llevar a alteraciones en la
formacion del tejido que impedirian un adecuado desarrollo en la fase siguiente

e impedir, por lo tanto, una adecuada implantacion.

e La disminucion de los niveles de mMRNA de NGF en los ESOPp comparados con
los niveles de mRNA en ENp, sugieren que existe la participacion de este factor

de crecimiento en esta patologia.

e EI mRNA de cada isoforma de VEGF se expres6 durante todo el ciclo
menstrual, no destacandose una mayor expresion en alguna fase del ciclo en
particular, lo que podria llevar a pensar que se producen cantidades similares
de mRNA a través del ciclo, pero la cantidad de proteina traducida seria mayor

en la fase secretora del ciclo menstrual normal.

e El aumento del mMRNA de VEGF189 en los ESOPs, podria estar relacionado,
por un lado, con la mayor probabilidad de estas mujeres a desarrollar cancer
endometrial y, por otro, relacionarse con la baja fertilidad de estas mujeres, por
una expresion exacerbada de este factor en la fase en la cual tiene lugar la

implantacion.
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ANEXO |

1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE TEJIDO ENDOMETRIAL DE
MUJERES CONTROLES

Titulo el Proyecto: “Participacion del microambiente esteroidal sobre la proliferacion y
supervivencia celular en endometrios obtenidos de pacientes con Sindrome de Ovario
Poliquistico (SOP)” (Proyecto FONDECYT # 1050098)

Nombre del Investigador Principal: Margarita Vega B.

Institucion: Hospital Clinico de la Universidad de Chile y Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile.
Teléfonos: 978-8305

Le invitamos a participar en el proyecto “Participacion del microambiente esteroidal sobre
la proliferacion y supervivencia celular en endometrios obtenidos de pacientes con
Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP)”. Este estudio pretende conocer los mecanismos por
los que la enfermedad afecta la fertilidad de numerosas mujeres.

Si usted acepta participar en este protocolo, se le pedira donar una muestra de tejido
endometrial aprovechando su indicacién médica de histerectomia por patologia uterina benigna
0 su deseo de esterilizacion tubaria como método de planificacion familiar. Dicho procedimiento
no tendra riesgo para usted, aunque puede producir un sangrado genital escaso, menor que
una regla, en algunas pacientes sometidas a salpingoligadura. También se le solicitara donar
10cc de sangre para realizar gratuitamente examenes hormonales. Usted no recibird ninguna
compensacion econdémica por la participacién en este estudio.

La participacion en este protocolo la beneficiara del estudio hormonal y anatomopatolégico del
endometrio en forma gratuita. Usted es libre de participar o no en este estudio, de manera que
si usted decide no participar, no habra consecuencias negativas para usted y recibira la
atencion previamente acordada con su médico tratante.

Toda la informacién sera conservada con estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de
los investigadores o de agencias supervisoras de la investigacién. Ademas, la publicacion de los
resultados no incluird su nombre ni identidad. Este estudio ha sido validado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En caso de dudas respecto de sus
derechos como participante de este estudio, puede consultar con la Dra. Margarita Vega B.
Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto.

Nombre del sujeto Firma Fecha

Nombre de informante Firma Fecha

Nombre del investigador Firma Fecha



2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE TEJIDO ENDOMETRIAL DE
PACIENTES CON SINDROME OVARIO POLIQUISTICO

Titulo el Proyecto: “Participacion del microambiente esteroidal sobre la proliferacion y
supervivencia celular en endometrios obtenidos de pacientes con Sindrome de Ovario
Poliquistico (SOP)” (Proyecto FONDECYT # 1050098)

Nombre del Investigador Principal: Margarita Vega B.

Institucién: Hospital Clinico de la Universidad de Chile y Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile.

Teléfonos: 978-8305

Le invitamos a participar en el proyecto “Participacion del microambiente esteroidal sobre
la proliferacién y supervivencia celular en endometrios obtenidos de pacientes con
Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP)”. Este estudio pretende conocer los mecanismos por
los que la enfermedad afecta la fertilidad de numerosas mujeres.

Si usted acepta participar en este protocolo, se le pedira donar parte de una muestra de tejido
endometrial aprovechando su indicacién médica de biopsia de endometrio por el mayor riesgo
de hiperplasia y cancer endometrial que presentan las pacientes con SOP; parte de la muestra
sera utilizada en este estudio. Dicho procedimiento no tendra riesgo para usted. Ademas, se le
solicitara donar 10cc de sangre en la que se le realizara gratuitamente el estudio hormonal y
metabdlico, necesario para establecer el diagndstico de su enfermedad, constituyendo este un
beneficio para usted. Ademas, el estudio hormonal y anatomopatolégico del endometrio se
realizard en forma gratuita. No recibir4d ninguna compensacion econémica por la participacion
en el estudio.

Asimismo, su contribucién serd importante para conocer algunas de las causas asociadas al
Sindrome de Ovario Poliquistico. Usted es libre de participar o no en este estudio, de manera
que si usted decide no participar, no habra consecuencias negativas para usted y recibira la
atencion previamente acordada con su médico tratante.

Toda la informacién sera conservada con estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de
los investigadores o de agencias supervisoras de la investigacion. Ademas, la publicacién de los
resultados no incluird su nombre ni identidad. Este estudio ha sido validado por el Comité de
Etica Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano Oriente y el de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. En caso de dudas respecto de sus derechos como participante de este
estudio, puede consultar con la Dra. Margarita Vega B.

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto.

Nombre del sujeto Firma Fecha

Nombre de informante Firma Fecha

Nombre del investigador Firma Fecha






