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2. RESUMEN

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP), es una disfuncion endocrino-ginecoldgica de
alta prevalencia en mujeres en edad fértil (5 al 10%). Se estima que el 64% de estas
pacientes pueden presentar hiperandrogenismo e hiperinsulinemia. Antecedentes de
literatura sugieren que elevados niveles de andrégenos e insulina conducirian a una
desregulacion en la sefializacion de FSH, lo que explicaria en parte la disfuncién en los
procesos de esteroidogénesis y angiogénesis en el SOP. Las vias de sefializacion
activadas por FSH no han sido completamente dilucidadas en esta patologia, por esto
su evaluaciéon podria contribuir a explicar la disfunciéon en el desarrollo folicular de las
mujeres con SOP. La hipotesis de este trabajo propone: “FSH activa las vias de
sefalizacion PKA, MAPK, PI3K y PKC modulando la esteroidogénesis y el potencial
angiogeénico en células de la granulosa luteinizadas humanas. El efecto estimulatorio
de FSH sobre las vias de sefalizacion esta desregulado en las células de la granulosa
luteinizadas cultivadas en condiciones hiperinsulinicas e hiperandrogénicas,
disminuyendo la esteroidogénesis y aumentando la angiogénesis”. Este estudio se
realiz6 en células de la granulosa (CG) provenientes de mujeres normales que
participan del Programa IVF debido a infertilidad por factor masculino exclusivo. Las
CG, fueron cultivadas en medio control y en medio hiperinsulinico e hiperandrogénico
(medio I+T), y estimuladas con FSH a diferentes tiempos. Los resultados muestran que
FSH estimula la fosforilacion de las vias PKA y MAPK, y la secrecidn de progesterona,
las cuales disminuyeron significativamente en CG cultivadas en medio | + T comparado
con el medio control (P<0,05). La presente investigacion destaca que el potencial
angiogénico y los niveles del factor pro-angiogénico, VEGF, fueron significativamente
mayores en CG estimuladas con FSH en medio | + T comparandolas con el medio
control (P<0,05). FSH regula el potencial angiogénico, la secrecion de VEGF vy
progesterona, a través de la via de sefalizacion MAPK, mientras que la via de
sefalizacion PKA, dependiente de FSH, solo estaria regulando la produccion de
progesterona. Estos resultados sugieren, que el exceso de andrdégenos e insulina
alteran el microambiente folicular, modificando el efecto de FSH sobre las vias de

sefalizacion que regulan la esteroidogénesis y la angiogénesis.



3. ABSTRACT

Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) is an endocrine-gynecological dysfunction with
high prevalence in fertile women (5 to 10%). It is estimated that 64% of these patients
may present hyperandrogenism and hyperinsulinemia. Is believed that high levels of
androgens and insulin would lead to deregulation of FSH signaling. This notion could
explain a dysfunction in the processes of steroidogenesis and angiogenesis in PCOS.
The signaling pathways activated by FSH have not been completely elucidated in this
pathology, therefore its evaluation could contribute to explain the dysfunction in the
follicular development of women with PCOS. The hypothesis of this work was: "FSH
activates the signaling pathways PKA, MAPK, PI3K and PKC that are involved in
steroidogenesis and angiogenic potential in human luteinized granulosa cells. The FSH
stimulatory effect on signaling pathways is deregulated in luteinized granulosa cells
cultured under hyperinsulinic and hyperandrogenic conditions, decreasing
steroidogenesis and increasing angiogenesis ". This study was performed on granulosa
cells (GC) collected from normal women participating in the IVF Program due to
exclusive male factor infertility. GC, were -cultured in control medium and in
hyperinsulinic and hyperandrogenic medium (I + T medium), and stimulated with FSH at
different times. The results show that FSH stimulates phosphorylation of the PKA and
MAPK pathways, and progesterone secretion, which decreased significantly in GC
cultivated in | + T medium compared to the control medium (P <0.05). Interestingly,
angiogenic potential and VEGF, pro-angiogenic factor levels, were significantly higher in
GC stimulated with FSH in | + T medium compared to the control medium (P <0.05).
FSH regulates the angiogenic potential, secretion of VEGF and progesterone through
the MAPK signaling pathway, whereas the PKA signaling pathway, FSH dependent,
only regulates the production of progesterone. These results suggest that excess
androgens and insulin alter the follicular microenvironment, modifying the effect of FSH

on the signaling pathways that regulate steroidogenesis and angiogenesis.

10



4. INTRODUCCION

4.1. Hormona Foliculo Estimulante. Foliculogénesis normal.

El eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal controla la funcion reproductiva, a través de la
kisspeptina, neuropéptido hipotaldmico asociado a la liberacion pulsétil de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la que actia sobre las células gonadotropas de
la adenohipdfisis estimulando la liberacion de las gonadotropinas: Hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). En el ovario, LH y FSH, se unen a sus
receptores en las células de la granulosa (CG) y las células de la teca (CT),
respectivamente, estimulando el desarrollo folicular y la produccion ovarica de estradiol
(E2), progesterona (P), andrégenos y factores de crecimiento. Entre otras funciones,
estos factores derivados del ovario retroalimentan el hipotalamo y la hipofisis para
inhibir o aumentar la secrecion de GnRH y gonadotropinas (Barbieri 2014).

El foliculo ovarico es la unidad basica de la endocrinologia reproductiva y esta
constituido por distintas células somaticas: CT, CG y células del cumulo, las cuales
envuelven al ovocito. El desarrollo folicular es un proceso que incluye diferenciacion
endocrino — molecular de las células del foliculo, incluyendo proliferacion e incremento
de la biosintesis esteroidal, posibilitando el progreso de los foliculos desde su estadio
primordial-primario hasta el estadio pre-ovulatorio maduro (Eppig 2001).

La transicion de foliculo primordial a foliculo primario se caracteriza por cambios
morfoldgicos en las CG las cuales varian de una forma aplanada a una forma cuboidal.

Durante el desarrollo del foliculo secundario, el ovocito continlla desarrollandose, las
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CG proliferan y se forma una capa de CT por fuera de la membrana basal que rodea al
foliculo ovérico. Estas etapas son independientes de la accion de las gonadotropinas,
pero requieren de una comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células
somaéticas lo cual esta mediado por diferentes factores de crecimiento (Eppig 2001).

En etapas avanzadas del desarrollo folicular, pequefias cavidades emergen en el
estrato de las CG las cuales son ocupadas por liquido folicular fusionandose y
formando una cavidad Unica, conocida como antro. El antro define dos poblaciones
separadas de CG: las CG del cumulo adyacentes al ovocito y las CG murales que
recubren la pared del foliculo cuya funcion es la biosintesis de hormonas esteroideas y
de diversos péptidos (Edson et al. 2014). En esta etapa las CG mantienen una
proliferacion continua y adquieren la capacidad de expresar receptores para la
hormona foliculo estimulante (RFSH), mientras que las CT se diferencian y expresan el
receptor de la hormona luteinizante (RLH). El desarrollo folicular en esta etapa depende
de las gonadotropinas, FSH y LH. La mayoria de los foliculos antrales sufrirdn atresia
(proceso de seleccion), mientras que la dominancia sera liderada generalmente por
s6lo uno de ellos, transformandose posteriormente en el foliculo pre-ovulatorio ( Rimon-
Dahari N. 2016).

Elevados niveles de FSH inducen la expresion y actividad de la enzima citocromo P450
aromatasa en las CG aumentando la sintesis de E2 y el crecimiento folicular. Las CG
de estos foliculos antrales expresan gran niumero de RLH que son dependientes de
FSH y E2. SimultAneamente se produce el alza preovulatoria de FSH y LH, que activa
una secuencia de eventos que culminan en la ovulacion del foliculo dominante
(Johnson et al. 1997). Estos eventos incluyen la reanudacion meiética del ovocito, la

expansion del cumulo, la ruptura folicular y la liberacién del complejo cimulo-ovocito.
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Una vez que se libera el ovocito, las CG y las CT restantes experimentan la
diferenciacion a células Iuteas para la formacion del cuerpo luteo (CL). EI CL produce
elevados niveles de P y E2, esenciales para mantener el embarazo, si este no ocurre
se produce la regresion del CL (Papkoff and Ekblad 1970).

El alza de LH en fase preovulatoria es un evento clave asociado al proceso de
ovulacién. En esta etapa del ciclo ovérico, tambien ocurre un alza de FSH la cual ha
recibido escasa importancia. FSH es una glicoproteina heterodimérica secretada por la
adenohipdfisis cuyo peso molecular es de 37,3 kDa y estd compuesta por dos
subunidades: una alfa, que es estructuralmente similar a la LH y una beta, responsable
de la actividad biologica especifica (Papkoff and Ekblad 1970). FSH se une y activa al
RFSH, el cual pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G (Simoni,
Gromoll, and Nieschlag 1997) y esta ubicado en la membrana externa de las CG. La
via canodnica de sefializacion de FSH, Gas/AMPc/PKA, ha sido considerada por
décadas el mecanismo clave de su accion biolégica (Dattatreyamurty, Figgs, and
Reichert Jr. 1987). Ademas, se ha documentado que el RFSH también puede sefalizar
a través de otras vias como MAPK, PKC, y la activacion de la via PI3K que conduce a
la activacion de AKT (Yamashita et al. 2014). La principal funcion de FSH es estimular
el desarrollo folicular.

La accion de FSH sobre las CG induce una gran cantidad de factores de transcripcion y
kinasas involucradas en la proliferacién y supervivencia celular (Wayne et al. 2007).
FSH regula la expresion y actividad de componentes de la maquinaria esteroidogénica
principalmente a través de la via PKA/CREB en células del cimulo de bovino y a través
de la via MAPK/ERK en CG humanas (Casarini et al. 2015). Ademas, FSH a través de

la via MAPK/ERK, regula la angiogénesis e induce el aumento de la produccién de
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VEGF en CG humanas (Kawano et al. 2012). Se ha documentado que la via
PKC/MARCKS esté relacionada con la ruptura folicular y luteinizacion de CG porcinas
(Yamashita et al. 2014). Por otro lado la via PI3K/AKT, estimulada por FSH, regula la
transcripcion de los genes de la proliferacién en CG de rata (Y. Han, Xia, and Tsang
2013). Estos hallazgos asociados al incremento plasmatico de la FSH sugieren un rol

fisiolégico de esta hormona concomitante al alza de LH pre-ovulatoria.

4.2. Esteroidogénesis

Durante el ciclo ovarico, la secrecion de hormonas esteroidales esta predeterminada
por el patron pulsatil de secrecion de las gonadotrofinas LH y FSH. En respuesta a LH,
las CT sintetizan androgenos que son convertidos a E2 en las CG por la accidon de la
enzima citocromo P450 aromatasa, la que es inducida y activada por FSH. La
coordinacion funcional bi-celular entre CT y CG permite la produccion de E2 y el
crecimiento folicular (Devoto et al. 2009). Por otro lado, la P es una hormona esteroidea
sintetizada por el ovario cuya secrecion depende de los niveles de gonadotropinas y del
estado fisiologico del ovario. La P se sintetiza a partir de pregnenolona por accion de la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) la cual se expresa en las células
de la corteza adrenal, CT interna y CG del ovario (Hunzicker-Dunn et al. 2012). Se ha
documentado que la P inhibe la proliferacion y la diferenciacion de las CG humanas in
vitro (Chaffkin et al.1993). Otros antecedentes muestran que la P inhibe la actividad de
la enzima aromatasa en CG de rata in vitro, por lo que disminuye la secreciéon de E2

(Fortune and Vincent 1983). Resultados de nuestro laboratorio indican que FSH regula
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la expresion del receptor de P a través de las vias PKA, MARCKS y PKC modulando
en parte la ruptura folicular, participando en la expresion de metaloproteasas

(Henriquez et al. 2017).

4.3. Angiogénesis

La angiogénesis es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de la
proliferacién de las células endoteliales y el crecimiento de vasos sanguineos pre-
existentes. Este proceso es regulado por la interaccioén de factores de crecimiento (pro-
angiogénicos y anti-angiogénicos) y esta asociado con cambios en la matriz
extracelular. La angiogénesis es importante para la foliculogénesis ovarica, ruptura
folicular, formacion del cuerpo luteo y desarrollo endometrial. La pre-existencia de
células endoteliales sobre la capa de células externas del foliculo, las CT, forman una
red vascular. El factor pro-angiogénico mas estudiado es el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF), el cual es producido y secretado principalmente por las CG
y CT del ovario, cuya principal funcidén es incrementar la permeabilidad vascular y la
angiogénesis, procesos importantes para el desarrollo folicular y la oxigenacion del
ovocito (Tamanini and De Ambrogi 2004). VEGF es un potente mitdgeno para las
células endoteliales y su accion esta mediada por los receptores tirosina quinasa
VEGFR-1 y VEGF-2 (Tal, Seifer, and Arici 2015). Estudios han demostrado que el
aumento de la secrecion de VEGF, por las CG, esta regulado preferentemente por LH
(Herr et al. 2013). Se ha descrito que FSH aumenta la secrecion de VEGF en CG,

estimulando procesos pro-angiogénicos en células endoteliales tales como: la
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formacién de estructuras tipo tubo, migracion celular, proliferacién celular, inhibiciéon de

la apoptosis y el aumento de la produccion de éxido nitrico (Stilley et al. 2014).

4.4. Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP)

4.4.1. Definiciéon del SOP

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una endocrinopatologia comun que afecta
a un 5-10% de las mujeres en edad feértil asociandose a una disfuncion ovulatoria lo
cual compromete la fertilidad (Bacallao et al. 2016). Las principales caracteristicas de
esta patologia son: i) exceso en la produccion de andrégenos, lo que lleva a una oligo-
anovulacion crénica, asociado generalmente con hiperinsulinemia y alteraciones en la
secrecion pulsatil de gonadotrofinas; ii) sangrado menstrual irregular o ausente; vy iii)
fenotipo de ovarios poliquistico al ultrasonido (Azziz 2006). La oligo-anovulacion
cronica se produce debido a un desarrollo folicular anormal, que se debe a un arresto
de los foliculos antrales. EI mecanismo responsable del arresto folicular permanece
desconocido, sin embargo, se ha observado que la respuesta ovarica a terapia con
gonadotrofinas, particularmente FSH, tiene como resultado el desarrollo folicular, esto
sugiere una inadecuada estimulacion de FSH en el SOP , posiblemente debido a los

bajos niveles de FSH plasméaticos (Chang and Cook-Andersen 2013).

16



4.4.2. Criterios clinicos - ecogréficos y bioquimicos en diagnéstico del SOP

Los criterios para el diagnostico del SOP son: 1) Criterio de National Institutes of
Health/National Institute of Child Health and Human Disease (NIH) de 1990, 2) Criterio
de European Society for Human Reproduction and Embryology/American Society for
Reproductive Medicine (ESHRE/ASRM) en Rotterdam de 2004 y 3) Criterio de
Androgen Excess Society (AES) de 2006-2009.

El primer criterio NIH considera la presencia de anovulacion crénica mas un
hiperandrogenismo clinico o bioquimico; el segundo criterio de Rotterdam, considera
las mismas caracteristicas del criterio de NIH, pero ademas incluye la disfuncion
menstrual: tales como oligoamenorrea ovulatoria y perfil ecografico de ovarios
poliquisticos, sin embargo, se requieren la presencia de dos o mas de estas
caracteristicas para el diagnéstico (Norman et al. 2007); finalmente, el tercer criterio de
AES da importancia al hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico, mas que al fenotipo

ultrasonografico de ovario poliquistico y la disfuncion ovéarica (Goodman et al. 2015).

4.4.3. Esteroidogénesis en el SOP

Se han documentado reducidos niveles de E2 en CG porcinas y lineas celulares de
granulosa humanas incubadas en un ambiente con altos niveles de andrégenos e
insulina comparado con CG cultivadas en un ambiente normal (Salih et al. 2008). Otros

estudios in vitro en CG de mujeres SOP demostraron una reducida expresion de la
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enzima P450 aromatasa, la cual metaboliza testosterona a E2, lo que también
conduciria a la disminucion de E2 (Yang et al. 2015).

Ademas, se ha descrito una reduccion en los niveles P tanto en CG en cultivo como en
suero (S. Huang et al. 2016; Arduc et al. 2015), sugiriendo una alteracion de la
capacidad esteroidogénica debido a la reducida expresion de la proteina StAR en CG

humanas (Maruthini et al. 2014; Doldi et al. 1998).

4.4.4. Hiperandrogenismo e hiperinsulinismo en el SOP

El hiperandrogenismo es la principal caracteristica para el diagnostico del SOP, cuya
prevalencia es entre 70-80% (R. Huang et al. 2015; Baptiste et al. 2010), se trata de un
estado causado por un exceso en la secrecion de androgenos, alcanzando niveles
mayores a 60 ng/dL en el plasma (Goodman et al. 2015), cuyas manifestaciones
clinicas usuales son acné, hirsutismo o alopecia frontal.

Por otro lado existen alteraciones metabdlicas en el SOP tales como la resistencia a la
insulina y la hiperinsulinemia, que si bien no son considerados dentro de los criterios
diagnostico del SOP, tienen una prevalencia del 64% en estas pacientes (DeUgarte,
Bartolucci, and Azziz 2005). La resistencia a la insulina es una condicion en la cual el
musculo, tejido adiposo y las células del higado son menos sensibles a los efectos
metabolicos de la insulina. Las acciones fisiolégicas de la insulina estan inhibidas, en
presencia de insulino resistencia, las células beta pancreaticas en un intento de
compensar la captacion de glucosa, incrementan la secrecion de insulina (mayor a 20

pUl/mL) (Esteban B. 2000).
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Estudios demuestran que niveles elevados de andrégenos estan relacionados con el
aumento de la secrecion de insulina, anormalidad en la fosforilacion del receptor de
insulina y disminucién de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG)

(Baillargeon and Nestler 2006; Baptiste et al. 2010).

4.4.5. Foliculogénesis en el SOP

La disfuncién folicular en mujeres con SOP se caracteriza por: aumento del nimero de
foliculos preantrales y arresto folicular en foliculos de 5 a 10 mm. Se han observado
modificaciones en las CT las cuales contribuyen al aumento en la produccion de
andrégenos, lo que se asocia con una morfologia anormal del ovario; ademas, se ha
demostrado que en primates, la administracion de dosis altas de testosterona
aumentan el tamafio del ovario producto del aumento de desarrollo de foliculos antrales
y pre-antrales (Vendola et al. 1998).

Por otro lado, la hormona antimulleriana (AMH), es un péptido producido por las CG de
foliculos antrales pequefios y foliculos pre-antrales en crecimiento, cuya funcion es
regular negativamente el desarrollo del foliculo, disminuir la expresion del mRNA del
receptor de FSH y la expresion de la enzima aromatasa (Dewalilly et al. 2016). En
ovarios SOP, la hipersecrecion de AMH, esta dada por la acumulacién de foliculos
antrales, lo que conduciria a una menor respuesta a la FSH (Catteau-Jonard et al.
2008). Ademas se ha descrito que el exceso de AMH disminuye la accién de FSH a
traves de la inhibicién de la enzima p450 aromatasa disminuyendo la aromatizacién de

los andrégenos aumentando la secrecion de andrégenos. Otros factores que estimulan
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la hipersecrecién de andrégenos, en las CT, son los altos niveles de insulina y la
hipersecrecion de LH (Azziz et al. 2016).

En ciclos de estimulacion ovéarica de pacientes SOP, se ha descrito que el aumento de
los andrégenos contribuye al incremento en la expresién del receptor de FSH,
determinando un aumento de la sensibilidad a FSH (Homburg 2009), también se ha
observado en estas pacientes una sobreexpresion del receptor de LH/hCG en CG

(Kanamarlapudi, Gordon, and Lopez 2016).

4.4.6. Angiogénesis en el SOP

En el estroma ovarico de mujeres SOP se ha observado un incremento en el flujo
sanguineo determinado mediante Doppler, comparado con el control (Delgado-Rosas
et al. 2009). Se ha observado también niveles altos de VEGF, tanto en suero como en
fluido folicular durante la induccion de la ovulacién en estas pacientes, junto con una
fuerte inmunodeteccion de VEGF en el estroma ovarico y las CT (Tal et al. 2013). Este
incremento en la vascularizacién podria conducir a un crecimiento anormal de las CT
interna, alterando la sintesis y secrecion de andrégenos (Peitsidis and Agrawal 2010).
Asi mismo se ha observado que en CG de raton tratadas con testosterona hay un
aumento en los niveles de VEGF (Zhang et al. 2016). Otras investigaciones muestran
gue la secrecién de VEGF, por CG de pacientes SOP en cultivo, es dependiente de
gonadotropinas (hCG, LH y FSH) y es incrementada por insulina (Peitsidis and Agrawal

2010).
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En contraste, otros estudios observaron una vascularizacion reducida en la periferia de
los foliculos de mujeres SOP, esta restriccion en el flujo sanguineo podria favorecer al

arresto folicular caracteristico de estas pacientes (Jarvela et al. 2004).

4.5. Vias de sefializacién de FSH en SOP

La via de sefalizacion MAPK juega un importante rol en la patogénesis del SOP;
andlisis de microarreglos de DNA, muestran que la fosforilacion de ERK1/2 esta
disminuida en CG de pacientes con SOP (Lan et al. 2015). Existe informacion que las
vias de sefalizacion dependientes de FSH, modulan los procesos de esteroidogénesis

y angiogénesis en CG humanas.

En resumen, este estudio contribuiria a mejorar la comprension de la fisiopatologia del
SOP, lo que podria deberse a una alteracion en las vias de sefalizacion intracelular
dependientes de FSH. Una ineficiente respuesta a FSH podria explicar el arresto
folicular, el aumento en los niveles de andrégenos y la alteracion en la vascularizacion

del foliculo ovérico, lo que en conjunto contribuirian al desarrollo del SOP.
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5. HIPOTESIS

FSH activa las vias de sefalizacion PKA, MAPK, PI3K y PKC modulando la
esteroidogénesis y el potencial angiogénico en células de la granulosa luteinizadas
humanas. El efecto estimulatorio de FSH sobre las vias de sefializacion esta
desregulado en las células de la granulosa luteinizadas cultivadas en condiciones
hiperinsulinicas e hiperandrogénicas, disminuyendo la esteroidogénesis y aumentando

la angiogénesis.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar las vias de sefializacion por las cuales FSH regula la esteroidogénesis y el
potencial angiogénico en células de la granulosa luteinizadas humanas cultivadas en

condiciones hiperinsulinicas/hiperandrogénicas comparado con la condicién control.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la activacion de las vias de sefalizacion PKA, MAPK, PI3K y PKC
estimuladas por FSH en CG cultivadas en medio I+T y medio control.

2. Determinar el efecto de FSH sobre la secrecion de Progesterona y Estradiol en
CG cultivadas en medio I+T y medio control.

3. Evaluar el efecto de FSH sobre el potencial angiogénico y los niveles de VEGF
en CG cultivadas en medio 1+T y medio control.

4. Determinar la participacion de las vias de sefalizacion PKA, MAPK, PI3K y PKC
activadas por FSH en la esteroidogénesis y angiogénesis de CG luteinizadas

humanas, mediante inhibidores especificos de cada via.
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7. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se desarrollo en el marco del proyecto “Metabolitos de los estrogenos y su
importancia en la fisiologia y fisiopatologia ovarica humana. Implicaciones clinicas en el
sindrome de ovario poliquistico” (Fondecyt N° 1140693), realizado en el Instituto de
Investigaciones Materno Infantil (IDIMI) de la Facultad de Medicina de la Universidad

de Chile.

7.1. Incorporaciéon de pacientes y obtencion de la muestra

Las células de la granulosa luteinizadas humanas se obtuvieron de foliculos pre-
ovulatorios de mujeres sanas (n=16) que participan en el Programa de Fertilizacion in
vitro (FIV) del Instituto de Investigaciones Materno Infantil debido a infertilidad por factor
masculino, quienes fueron invitadas a colaborar en este estudio de forma voluntaria,
previa firma de un consentimiento informado (Anexo 11.1). El tratamiento estandar de
induccion de ovulacion incluye FSHr-HMG, antagonista de GnRH y hCG. La aspiracion
folicular se realizé 36 horas post administracion de hCG. La obtencién de las CG no
implica un procedimiento adicional, habitualmente estas células son desechadas sin ser
analizadas.

Criterios de inclusion: mujeres sanas, con edades comprendidas entre 25 y 38 afios,
gue participaron en nuestro programa de FIV debido a infertilidad por factor masculino.

Criterios de exclusion: diabetes, resistencia a la insulina y/o endometriosis.
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Adicionalmente, se realizaron cultivos de CG provenientes de pacientes SOP con
diagnostico de hiperandrogenismo e hiperinsulinismo como control del medio de cultivo

[+T.

7.2. Cultivo primario de CG en medio control.

Se realizaron cultivos primarios de CG de cada muestra obtenida a partir de
aspiraciones foliculares segun el protocolo utilizado previamente en estudios in vitro
(Olivero et al. 2008). El aspirado folicular se centrifugo a 1800 rpm por 10 minutos a
4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet fue tratado con Verseno (EDTA 1 mM en
PBS) para disgregar las células. Posteriormente el pellet se resuspendié en medio de
cultivo basico (medio M199 que contiene NaHCO3 26 mmol/L, HEPES 25 mmol/L,
penicilina 50 U/mL, BSA 0,1% wt/vol, sin rojo fenol, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) para
realizar la gradiente de Histopaque (Sigma-Aldrich, polisacarosa y diatrizoato de sodio
ajustado a una densidad de 1,077 g/ML) con la finalidad de separar los globulos rojos
de la muestra. La columna se centrifugé a 1800 rpm por 30 minutos a 4°C. Una vez
finalizada la columna, delicadamente se aspir0 la interface, que contenia las células de
la granulosa. Estas células fueron lavadas en medio basico y pre-plagueadas en medio
de crecimiento (medio basico suplementado con suero fetal bovino 10%) por 30
minutos para eliminar los macréfagos y fibroblastos. Las células, se cuantificaron en la
camara de Newbauer y se evalué la viabilidad celular mediante el método de exclusién
con Azul Tripan. Para cada experimento se sembraron aproximadamente de 100 mil a

200 mil células por pocillo en medio de crecimiento durante 72 horas a 37°C bajo
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atmésfera de 5% de CO2 con el objetivo de que las células se adhieran a la placa de
cultivo, seguido de 24 horas en medio béasico (medio libre de suero fetal bovino).
Posteriormente se realizaron los estimulos con las gonadotrofinas de acuerdo al disefio

experimental.

7.3. Cultivo primario de CG en medio I+T

Se realizaron cultivos primarios de CG con medios de cultivo suplementados con
insulina (20 nM, Insulin human — recombinant, Sigma-Aldrich) y testosterona (20 nM,
Testosterone-DEA Schedule 1ll, Sigma-Aldrich), para simular las condiciones
hiperinsulinicas e hiperandrogénicas de un ambiente tipo SOP. Las células se
cultivaron en medio de crecimiento I+T desde el inicio del cultivo.

Las concentraciones de insulina y testosterona utilizadas en este estudio fueron
obtenidas desde la literatura (Wu et al. 2003; Rice et al. 2005; Salih et al. 2008). Se
evalud la viabilidad celular mediante ensayos de MTS (The CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay, Promega Corp, Wisconsin, USA) con diferentes dosis
de insulina (0,08; 0,4; 4; 20 y 40 nM) y testosterona (1, 10, 25, 100 nMy 1 uM) a fin de
determinar que las concentraciones utilizadas no afectaran la viabilidad celular (Anexo

11.2).
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7.4. Andlisis de las vias de sefializacion activadas por FSH

Las CG cultivadas en medio control y medio [+T, fueron estimuladas con FSH (10
IU/ml, GONAL-f: Merck-Serono) por tiempos cortos: 5, 15 y 30 minutos, para evaluar
las vias de sefializacion activadas por FSH, a través de la deteccion de la fosforilacion
de los factores de transcripcion CREB, ERK1/2, AKT y MARCKS de las vias de
sefalizacion PKA, MAPK, PI3K y PKC respectivamente, mediante Western blot de
extractos proteicos de CG.

Luego de la estimulacion de las CG se realizo la extraccion de proteinas en frio en
presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Fluoruro de sodio y Ortovanadato sodico) luego se cuantificaron las proteinas mediante
el método de Bradford: (Bio-Rad Lab. Inc., California, EE. UU). Se separaron por
electroforesis 10 ug de proteina total en geles PAGE-SDS 10% y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Estas
membranas fueron bloqueadas con BSA 5 % en T-TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM,
Tween 20 mM 0,01 %) durante 1 hora y se incubaron toda la noche a 4°C con
anticuerpos primarios: (1) anti-fosfo o total ERK1/2 (anticuerpo policlonal Mouse, Santa
Cruz Biotechonology, Texas, USA, dilucion 1:2000); (2) anti-fosfo o total AKT
(anticuerpo policlonal Rabbit, Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA, dilucion
1:3000); (3) anti-fosfo o total CREB (anticuerpo policlonal Rabbit, Cell Signaling
Technology, dilucion 1:2000); (4) anti-fosfo o total MARCKS (anticuerpo policlonal
Rabbit, Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA, dilucion 1:3000).

Los productos de la inmunoreacccion se detectaron utilizando un anticuerpo secundario

conjugado con peroxidasa de rabano. El sistema de deteccién de quimioluminiscencia
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(ECL Western Blot reactivos) se visualizé usando el lector de imagenes Ultra Quant
6.2. El andlisis densitométrico de las bandas inmunorreactivas se realiz6 con el
software Image Quant 5.2 (Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA) y fue normalizado

en unidades arbitrarias de proteina fosforilada / proteina total.

7.5. Efecto de FSH sobre la esteroidogénesis y la angiogénesis

La evaluacion del efecto de FSH sobre la secrecion de P, E2, VEGF y el potencial
angiogénico, se llevd a cabo en CG cultivadas en medio control y medio I+T en
presencia de FSH (10 Ul, FSH recombinante Gonal-F: Merck-Serono) o hCG (10 U,
Gonacor, Ferring) durante 24 horas. Posteriormente los medios condicionados de CG

fueron almacenados a -20°C.

7.5.1. Determinacién de la participaciéon de las vias activadas por FSH

involucradas en la esteroidogénesis y la angiogénesis.

Para evaluar si las vias de sefializacion PKA, MAPK, PI3K y PKC, activadas por FSH,
participan en la regulacion de la esteroidogénesis y la angiogénesis, las CG fueron
cultivadas en medio control en presencia de inhibidores especificos de las vias de
sefalizacién: H89 (10uM) inhibidor de PKA, UO126 (10 uM) inhibidor de ERK1/2,
LY294002 (20uM) inhibidor de PI3K, y BIM (2,5uM) inhibidor de PKC (Calbiochem,

Merk milipore, Darmstadt, Germany).
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Las CG fueron pre-incubadas por 20 minutos con los inhibidores y luego fueron
estimuladas con FSH o hCG durante 24 horas, posteriormente se obtuvieron los
medios condicionados de las células, los cuales fueron utilizados para: determinar la
secrecion de P, determinar los niveles de VEGF y evaluar el potencial angiogénico. Las
concentraciones de inhibidores fueron seleccionados basados en curvas dosis-

respuesta de estudios previos (Kong et al. 2005; Garcia et al. 2012).

7.5.2. Determinacion de progesterona (P) y estradiol (E2)

La determinacion de P y E2 se realizd0 por duplicado, en medios condicionados
provenientes de CG cultivadas en medio control y medio I1+T en presencia de las
gonadotrofinas e inhibidores, mediante Radioinmunoensayo (RIA) especificos
desarrollados en el laboratorio (Devoto et al. 1995). El coeficiente de variacion inter-

ensayo para P fue de 6,7% y para E2 fue de 8%.
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7.5.3. Andlisis del Potencial Angiogénico

El potencial angiogénico fue determinado en medios condicionados obtenidos de CG
cultivadas en presencia de FSH o hCG durante 24 horas. Las células EA.hy926,
provenientes de una hibridacion entre células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) vy una linea celular de cancer pulmonar humano (A549/8). Se incubaron
40.000 células EA.hy926 sobre una matriz de matrigel (Corning Matrigel Matrix, Life
Sciences, USA) en presencia de 500 uL de medios condicionados. Se realizaron
incubaciones entre 3-6 horas a 37°C hasta que las células EA.hy926 formaron
diferentes estructuras de conexion y migracion (figura N°1). Las células endoteliales
EA.hy926 fueron periédicamente fotografiadas (Camara: Mini VID USB, LW Scientific) y
analizadas utilizando un microscopio de fase invertida (Lab-tec), 10 imagenes
representativas por pocillo fueron analizadas y transferidos a un computador para el

analisis de las imagenes mediante la siguiente formula (Aranda and Owen 2009):

30



MEDIOS)
EA.hy926) CONDICIONADOS)DE)CG
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rd

v y—

MATRIGEL

Indicé Angiogénico por campo:

(Nede céls. en “sprouting” *1) + (Ne de cels. unidas *2) + (Ne poligonos *3)

+ 1(2-3 céls.) 6 +2 (3 0 + céls.)

Ne células totales

Figura N°1: Evaluacion del indice de potencial angiogénico en base a formula:

Las imagenes representan células endoteliales EAHy926 sobre una matriz de matrigel.
El panel A caracteriza células en brote “sprouting”, panel B caracteriza células unidas,
panel C caracteriza células endoteliales que forman estructuras tipo capilares
(poligonos) y el panel D caracteriza poligonos rodeado de varias capas de células.
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7.5.4. Cuantificacion de los niveles de VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular, isoforma VEGF165, se determind en
duplicado directamente en 200 uL de medios condicionados de CG cultivadas en medio
control y medio I+T con los estimulos ya mencionados. Los niveles de VEGF se
cuantificaron mediante ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, R & D Systems,
Inc) segun el protocolo del fabricante. Este ensayo utilizé anticuerpos monoclonales. La
concentracion se determind a una absorbancia de 450 nm. El coeficiente de variacion

intra-ensayo fue 2.4%-10.2%; el coeficiente de variacion inter-ensayo fue 5.1%-8,7%.

7.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el andlisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido del Test de comparacion mdultiple no paramétrico Bonferroni's mediante el
software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego CA). La significancia se
defini6 como P<0,05. Los datos fueron presentados como promedio =+ SEM (error
estandar de la media).

El numero de participantes necesarios para este estudio fue calculado con un nivel a
del 5% y B del 20% de poder estadistico y considerando una desviacion estandar de

0,20 unidades.
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8. RESULTADOS

8.1. Efecto de FSH sobre las vias de sefalizacion PKA/CREB, MAPK/ERK1/2,

PIBK/AKT y PKC/MARCKS, en CG cultivadas en medio control y medio | + T.

FSH estimula diferentes vias de sefializacion intracelular, que pueden ser afectadas en
condiciones patologicas como es el caso del SOP, donde el exceso de andrégenos e
insulina podrian influir en la sefializacién de FSH. En la figura N°2 panel A y B se
observé que FSH estimula en forma significativa las vias PKA y MAPK por el aumento
en la fosforilacion de CREB y ERK1/2, desde los 5 minutos de estimulacion con FSH,
tanto en medio control como en medio I+T (P<0,05). Ademas, la fosforilacion de CREB
y ERK1/2 estimulada por FSH disminuye significativamente en medio | + T comparado
con el medio control (P<0,05). Las vias de sefalizacion PI3K y PCK no fueron
estimuladas en forma significativa por FSH con respecto a su condicion basal en

ninguno de los medios de cultivo (figura N°2 panel C y D).
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Figura N°2: Efecto de FSH sobre las vias de sefializacion PKA/CREB,
MAPK/ERK1/2, PI3BK/AKT y PKC/MARCKS, en CG cultivadas en medio control y
medio | + T. Western blot representativo de los niveles de CREB, ERK, AKT y
MARCKS, isoforma fosforilada y total, realizados a partir de extractos proteicos de CG
estimuladas con FSH 10 UI, (5, 15 y 30 minutos). Los gréaficos representan el analisis
densitométrico, expresado en unidades arbitrarias (UA). A-B) FSH estimula
significativamente la fosforilacion de CREB y ERK1/2 en ambos medios de cultivo
respecto del basal P <0,05 a= respecto del basal del medio control, b= respecto del
basal medio I1+T. La fosforilacion de CREB y ERK1/2 estimulada por FSH es
significativamente menor en el medio I+T comparado con el medio control *P <0,05
(n=3). C-D) FSH no estimula la fosforilacion de AKT y MARCKS en los medios de
cultivo. Los valores estan expresados en promedio + SEM. Test ANOVA, post test
Bonferroni.

34



8.2. Efecto de FSH sobre la secrecidon de progesterona y estradiol en CG

cultivadas en medio control y en medio | + T.

Una vez analizadas las vias de sefializacion activadas por FSH en CG en presencia de
un exceso de andrégenos e insulina, se determind si este efecto se traduce en un
cambio de actividad esteroidogénica de las CG. Con este proposito se evalué el efecto
de FSH y hCG sobre la secrecién de P en medio control y medio I+T. En la figura N°3,
se observa que FSH y hCG incrementan la secrecion de P en los medios de cultivo
control e | + T a las 24 horas respecto de la condicion basal (P < 0.05). El efecto
estimulatorio de FSH y hCG sobre la produccion de P fue menor en el medio | + T
comparado con el medio control (P <0,05). Los niveles basales de P son similares entre
los medios de cultivo control e I+T. Adicionalmente, como control del medio | + T, se
utilizaron medios condicionados de CG provenientes de pacientes SOP,
comportandose en forma similar al medio | + T. En CG SOP, FSH y hCG estimularon
en forma significativa la secrecion de P respecto a la condicidon basal.

La secrecion de E2 (figura N°4) no fue estimulada en forma significativa por FSH y
hCG, en los medios de cultivo control y medio [+T. Los niveles basales de E2
determinados en el medio I+T (2273,5 pg/mL) son significativamente mayores que en el
medio control (193,6 pg/mL) y en pacientes SOP (267,4 pg/mL) (P <0,05). Este

incremento de E2 se debe a la conversion de testosterona en E2 en el medio I+T.
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Figura N°3: Efecto de FSH sobre la secrecion de progesterona (P) en CG
cultivadas en medio control, medio | + Ty en CG de mujeres SOP. El gréfico
representa los niveles de P en medios condicionados de CG basal y estimuladas con
FSH o hCG (10 Ul) durante 24 horas. La produccion de P aumenta significativamente
en presencia de FSH y hCG en los medios de cultivo control y medio I1+T. En el medio
I+T los niveles de P estimulados por las gonadotrofinas son significativamente menores
comparado con el medio control (n=5). La secrecién de P de CG SOP aumenta en
forma significativa en presencia de FSH y hCG con respecto a la condicion basal y su
respuesta es similar al medio I+T (n=3). *P <0,05 a= respecto al basal medio control;
b= respecto al basal medio I+T; c=respecto al basal CG.SOP. Los valores estan
expresados en promedio = SEM, Test ANOVA, Post test Bonferroni.
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Figura N°4: Efecto de FSH sobre la secrecion de estradiol (E2) en CG cultivadas
en medio control, medio | + Ty en CG de mujeres SOP. El grafico representa el
incremento de E2 (estimulo/basal) en medios condicionados de CG en estado basal y
estimuladas con FSH o hCG (10 Ul) durante 24 horas. FSH y hCG no estimulan en
forma significativa la secrecion de E2. P >0.05 (n=3), Test ANOVA.
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8.3. Accién de FSH sobre el potencial angiogénico y los niveles de VEGF en CG
cultivadas en medio control y en medio | + T.

Se ha documentado un aumento de la angiogénesis ovarica en mujeres con SOP
sometidas a protocolos de estimulacion ovarica las cuales responden con mayor
sensibilidad al tratamiento con gonadotrofinas exdgenas (Tal et al. 2013). Basado en
estos antecedentes se determiné el efecto de FSH sobre el potencial angiogénico de
las CG en presencia de un exceso de testosterona e insulina.

En la figura N°5, se observé que FSH y hCG estimulan el potencial angiogénico de las
CG en medio control y medio | + T, ademas, el potencial angiogénico aumento
significativamente en presencia de testosterona e insulina comparado con el medio
control (P < 0.05).

El principal factor de crecimiento que regula la angiogénesis ovarica es VEGF (Peitsidis
and Agrawal 2010), por este motivo se determiné el efecto de FSH sobre la secrecion
de VEGF de CG en ambos medios de cultivo | + T y control. En la figura N°6 se
observa que FSH y hCG incrementaron significativamente los niveles de VEGF165 en
el medio control y en el medio | + T comparado con su condicién basal (P <0,05). La
secrecion de VEGF estimulada por FSH y hCG es significativamente mayor en el medio

I+T comparado con el medio control (P <0,05).
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Figura N°5: Efecto de FSH sobre el potencial angiogénico in vitro de CG en medio
control y en medio | + T. Las imagenes corresponden a fotografias representativas de
un ensayo de angiogénesis in vitro de medios condicionados de CG cultivadas en
condicion basal y estimuladas con FSH 10 Ul o hCG 10 Ul durante 24 horas. El grafico
representa la cuantificacion del potencial angiogénico. FSH y hCG estimulan
significativamente el potencial angiogénico en ambos medios de cultivo con respecto al
basal. El potencial angiogénico estimulado por las gonadotrofinas es significativamente
mayor en el medio I+T comparado con el medio control. *P<0,05 a= respecto al basal
medio control, b= respecto al basal medio I+T; (n=3), Test ANOVA, post test
Bonferroni.
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Figura N°6: Estimulo de FSH sobre los niveles de VEGF de CG en medio control y
medio | + T. El grafico representa los niveles de VEGF en medios condicionados de
CG en estado basal y estimuladas con FSH (10 Ul) o hCG (10 Ul) durante 24 horas.
FSH y hCG incrementan en forma significativa la secrecion de VEGF en ambos medios
de cultivo. ElI efecto de las gonadotrofinas sobre la secrecion de VEGF es
significativamente mayor en el medio I+T comparado con el control. Diferencias
significativas: a=respecto al basal medio control; b=respecto al basal medio I+T;
M.Control y M.I+T (n=3) *P <0,05 Test ANOVA, post test Bonferroni.
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8.4. Participacion de la via de sefializacion PKA/CREB, activada por FSH, sobre la
angiogénesis y esteroidogénesis en CG luteinizadas humanas.

Se conoce que la via de transduccion de sefiales PKA/CREB es el mecanismo de
accion de FSH mas estudiado en las CG (Dattatreyamurty, Figgs, and Reichert Jr.
1987). Dado estos antecedentes, en este trabajo se determind si esta via participa en la
regulacién del potencial angiogénico y los niveles de VEGF. La figura N°7 panel A,
muestra que esta via de sefalizacién, no media el aumento del potencial angiogénico
regulado por FSH, ya que el tratamiento con H89, inhibidor de PKA, no reduce el efecto
estimulatorio de FSH. Un resultado similar se observa en los niveles de VEGF
estimulados por FSH, los cuales no se modificaron en presencia de H89 (figura N°7
panel B). Por el contrario, y en relacion a estudios que indican que FSH, a través de
PKA/CREB, regula los genes que codifican para las enzimas que forman parte de la
maquinaria esteroidogénica en CG de bovino (Khan et al. 2015). En la figura N°7 panel
C, se observa que FSH incrementa los niveles de P mediado por la via PKA, ya que en

presencia de su inhibidor H89 se reduce el efecto estimulatorio de FSH.
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Figura N°7: Participacion de la via de sefializacion PKA/CREB activada por FSH
sobre la angiogénesis y la esteroidogénesis en CG. Los graficos representan el
potencial angiogénico (A), los niveles de VEGF (B) y los niveles de P (C) de los medios
condicionados de CG en estado basal y tratadas con FSH (10UIl) y H89 (inhibidor
especifico de la via PKA) durante 24 horas. H89 reduce en forma significativa el efecto
de FSH sobre la secrecion de progesterona y no modifica el efecto estimulatorio de
FSH sobre el potencial angiogénico y la secreciéon de VEGF. *P<0,05 (n=3), Test
ANOVA, post test Bonferroni.
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8.5. Via de seflalizacion MAPK/ERK, activada por FSH, sobre la angiogénesis y la

esteroidogénesis en CG luteinizadas humanas.

Se ha documentado que la via de FSH, MAPK/ERK, regula la esteroidogénesis en CG
de rata (Yu et al. 2005); ademas regula la produccion de VEGF y los genes que
codifican para la proliferacion celular en CG humanas (Kawano et al. 2012). Se evalu6
si la via MAPK esta involucrada en la regulacion del potencial angiogénico, la secrecion
de VEGF y la secrecion de P. Estos resultados indican que al inhibir la via ERK con UO
se redujo significativamente el potencial angiogénico, los niveles de VEGF y la

secrecion de P estimulados por FSH, figura N°8 panel A, B y C respectivamente.
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Figura N°8: Via de sefalizacion MAPK/ERK, activada por FSH, sobre la
angiogénesis y la esteroidogénesis en CG. Los graficos representan el potencial
angiogénico (A), los niveles de VEGF (B) y los niveles de progesterona (C) de medios
condicionados de CG en estado basal y tratadas con FSH (10Ul) y UO (inhibidor
especifico de la via MAPK) durante 24 horas. UO reduce significativamente el efecto
estimulatorio de FSH sobre el potencial angiogénico, la secrecion de VEGF y la
secrecion de progesterona. *P <0,05 (n=3), Test ANOVA, Post test Bonferroni.
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9. DISCUSION

La accion de la FSH es critica en la proliferacién celular, desarrollo fisiologico y
diferenciacion del foliculo ovarico. Las vias de sefializacion intracelular activadas por
FSH en las células de la granulosa humanas no estén bien dilucidadas, por este motivo
su estudio es importante tanto en fisiologia ovarica como en el disefio de terapéuticas
de induccién de ovulacién en patologias anovulatoria como el SOP.

Diversos trabajos indican que un exceso de andrdgenos e insulina, alteran las vias de
sefalizacion dependientes de FSH, afectando de esta manera los procesos de
angiogénesis y esteroidogénesis. (Yang et al. 2015; Salih et al. 2008; Zhang et al.
2016; Agrawal et al. 2002). Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman
antecedentes reportados en la literatura respecto del efecto de FSH sobre la
fosforilacion de CREB y ERK1/2, reduciendo significativamente la activacion de estas
vias en el medio | + T comparado con el medio control (figura N°2- A y B). Este
resultado demuestra que el exceso de testosterona e insulina modifican la sefalizacion
celular dependiente de FSH, y es consistente con una publicacion anterior donde se
muestra que la fosforilacibn de ERK1/2 esta disminuida en CG de pacientes con SOP
(Lan et al. 2015).

Con respecto a la via de transduccion de sefiales PKC/MARCKS, esta no fue activada
por FSH en nuestras condiciones experimentales, dado que esta via ya fue activada in
vivo por FSH-LH regulando la expresién de proteasas que participan en la ruptura
folicular y posterior luteinizacion de las CG (Yamashita et al. 2014).

En relacion a la via de sefalizacion PI3K, se observdé que FSH no estimula la

fosforilacién de AKT en ninguno de las condiciones estudiadas, solamente se observd
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qgue la condicion basal es mayor en el medio 1+T comparado con el medio control
(figura N°2 panel C). En la literatura se ha descrito que insulina media su actividad
metabdlica, principalmente a través de la via de sefializacion PI3K/AKT, estimulando la
captacion de glucosa a través de la translocacién del transportador de glucosa 4,
GLUT4, desde vesiculas intracelulares hacia la superficie de la célula (Khoramt S. et al.
2015). Estos antecedentes permiten explicar como el exceso de insulina, en el medio
I+T, aumenta los niveles basales de AKT fosforilado.

Asi mismo se ha reportado que la via PI3K regula la transcripcion de genes que
participan en la proliferacion de CG de rata (Y. Han, Xia, and Tsang 2013). Las CG
luteinizadas, utilizadas en este trabajo, no tienen la capacidad de proliferar en cultivo,
esto podria explicar porque la via de sefalizacion PI3K/AKT no fue activada en forma
significativa por FSH en este modelo de estudio.

Un concepto tradicional en la endocrinologia ovarica tanto fisioldgica como
experimental es que LH/hCG estimula la biosintesis de P en CG luteinizadas humanas
in vivo-vitro, (Moravek, Shang, and Menon 2016); también se ha descrito que hCG
promueve la secrecion de VEGF en cultivo de CG humanas (Kohen et al. 2013),
sustentado en dicho conocimiento, las CG fueron estimuladas con hCG como control
positivo, para evaluar la respuesta del cultivo celular al estimulo de FSH.

Reportes previos muestran una reducida produccién de P en CG de mujeres SOP que
participan en protocolos de induccién de ovulacién por FIV, lo que potencialmente se
asocia a la falla ovulatoria presente en el SOP (Maruthini et al. 2014; Doldi et al. 1998).
En el presente trabajo se determiné el efecto de FSH sobre la secrecién de P en CG
humanas cultivadas en medio hiperinsulinico /hiperandrogénico y se observé que FSH

estimula significativamente la produccion de P en ambos medios de cultivo, sin
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embargo, este efecto, se reduce significativamente en presencia de un exceso de
testosterona e insulina (figura N°3). Este resultado es concordante con la menor
produccién de P observada en CG proveniente de mujeres SOP lo que explicaria en
parte las altas tasa de aborto en esta patologia. En relacién a la secrecion de E2, no se
observé un efecto estimulatorio de FSH. Adicionalmente se observé que los niveles de
E2 en el medio I+T, fueron mayores comparado con el medio control, esto se atribuye a
gue el exceso de testosterona presente en estas condiciones, es convertida a E2 por la
accion de la enzima P450 aromatasa dependiente de FSH en su expresion.

La evaluacion ultrasonografica del flujo sanguineo en el ovario de mujeres SOP es
controversial, por un lado, existen estudios que muestran una reducida angiogénesis en
la periferia del foliculo (Jarvela et al. 2004; Peitsidis and Agrawal 2010), y otros reportes
indican un aumento de la angiogénesis en el estroma ovarico (Delgado-Rosas et al.
2009).

En humano se han identificado diferentes isoformas derivadas de un solo gen de
VEGF: VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206. Las isoformas VEGF121 y
VEGF165 son mas acidas y no se unen facilmente a heparina, por lo tanto, llegan
facilmente a la célula endotelial. En contraste, las isoformas VEGF189 y VEGF206 son
basicas y se unen a heparina con mayor facilidad, permaneciendo completamente
secuestradas en la matriz extracelular. Las isoformas acidas inician el proceso
angiogénico promoviendo la activacién de proteasas que degradan la matriz y con ello
la liberacion de las isoformas basicas que se encuentran secuestradas en la matriz
extracelular para potenciar la proliferacion y migracién de las células endoteliales
(Torres et al. 2011). En esta investigacion se cuantificaron principalmente los niveles

de VEGF165 en medio de cultivo de CG, puesto que es la isoforma soluble mas
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abundante en ovario. Se ha reportado, que los niveles de VEGF aumentan posterior a
la administracion de hCG en suero y fluido folicular de pacientes con hiperestimulacion
ovarica (Wang et al. 2002), por este motivo se utiliz6 hCG como control positivo en los
experimentos. En CG cultivadas en medio I1+T, se observé que los niveles de VEGF,
estimulados por FSH y hCG, fueron significativamente mayores comparado con el
medio control (figura N°6). Estos resultados se relacionan directamente con el trabajo
gue sefiala un aumento de los niveles de VEGF en fluido folicular proveniente de
mujeres SOP que participan de ciclos de FIV (Tal et al. 2013).

Paralelamente se evalud el efecto de FSH sobre el potencial angiogénico en CG
cultivadas en medio hiperinsulinico e hiperandrogénico, observandose que tanto FSH
como hCG estimulan significativamente el potencial angiogénico in vitro con respecto a
la condiciébn basal, ademas se observdé un incremento significativo del potencial
angiogénico, estimulado por las gonadotrofinas, en el medio | + T comparado con el
medio control (figura N°5), este resultado es consistente con los elevados niveles de
VEGF obtenidos con el estimulo de FSH y hCG en el medio | + T (figura N°6).

Cabe destacar el efecto pro-angiogénico de hCG y FSH, donde ambas gonadotrofinas
utilizan diferentes receptores, pero comparten las mismas vias de sefalizacion.
Adicionalmente se ha reportado que FSH potencia la accién de la hCG en CG in vitro
(Casarini et al. 2015).

Este trabajo demuestra que solo las vias PKA/CREB y MAPK/ERK fueron activadas por
FSH tanto en el medio I+T como en el medio control y participan en los procesos de
angiogénesis y esteroidogénesis en las CG luteinizadas humanas. Existe evidencia en
la literatura que la via MAPK/ERK participa en la regulacion de VEGF (Kawano et al.

2012) y que la activacion de ERK1/2 se incrementa por la inhibicion de la via PKA en
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CG de bovino tratadas con H89 (Khan et al. 2015). Estos antecedentes explicarian
porque el tratamiento con un inhibidor de PKA (H89) no redujo el potencial angiogénico
y la produccion de VEGF estimulado por FSH, pues al inhibir la via PKA/CREB
aumenta la fosforilacion de ERK1/2 y con ello se activa la via MAPK que regula la
angiogénesis.

Por otro lado, la via PKA estaria regulando en parte la esteroidogénesis, pues el
tratamiento con H89 reduce significativamente los niveles de P estimulado por FSH.

La inhibicion de la via MAPK/ERK disminuye significativamente la secrecion de VEGF,
el potencial angiogénico y los niveles de P (figura N°8), lo que sugiere que la esta via
participaria en la regulacion de la esteroidogénesis y la angiogénesis regulado por FSH
en este modelo.

Se ha reportado que la activacion de la via MAPK/ERK regula la produccion de VEGF
en linea celular de granulosa humana KGN (Kawano et al. 2012). En el presente
trabajo, se demostré que la activacion de la via MAPK/ERK estimulada por FSH, esta
disminuida en el medio I+T (figura N°2-B), sin embargo, tanto el potencial angiogénico
como los niveles de VEGF estan aumentados en el medio I+T comparado con el
control (figura N°5 y N°6). Antecedentes indican que la via de sefializacion PI3K regula
positivamente la expresion de HIF-1 y la secrecion de VEGF en CG de rata (Alam et al.
2009). En este trabajo el aumento en la condicién basal de PISK/AKT en el medio
hiperandrogénico e hiperinsulinico podria estar regulando positivamente la
angiogénesis, lo que explicaria porque el potencial angiogénico y los niveles VEGF
siguen incrementados en medio I+T (figura N°5 y N°6), cuando la activacion de la via
MAPK/ERK esta disminuida (figura N° 2 panel B). Otro factor que puede explicar el

aumento de la angiogénesis en el medio I+T, aun cuando la activacién de la via MAPK
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esta reducida, es el aumento de los niveles de E2. Recientemente se ha demostrado
que E2 tiene un efecto pro-angiogénico, estimulando factores de crecimiento tales
como VEGF vy el factor de crecimiento neural (NGF) en células de cancer de ovario
epiteliales (Valladares et al. 2017).

Las CG luteinizadas humanas utilizadas en este estudio, se obtienen de
procedimientos de FIV, sus caracteristicas no son completamente similares a las CG
pre-ovulatorias, pues estan diferenciadas. Antecedentes de nuestro laboratorio
demuestran que las CG luteinizadas después de 48 horas de cultivo en medio con
suero y 24 horas adicionales privadas de suero, vuelven a su estado basal y recuperan
la capacidad de producir esteroides y de expresar enzimas involucradas en la ruptura
folicular al ser estimuladas con gonadotrofinas (Henriquez et al. 2017).

Estos resultados sugieren que FSH es importante en la regulacién de la angiogénesis y
produccion de P en este sistema. Experimentalmente un medio suplementado con
testosterona e insulina genera alteraciones en la angiogénesis las cuales podrian
explicar los cambios en la foliculogénesis del SOP.

Finalmente, la informacion generada en esta tesis demuestra la accion de FSH en la
angiogénesis y esteroidogénesis ovarica, procesos que también son modulados por
LH/hCG, a través de las vias PKA y MAPK. Es interesante recordar que los niveles
circulantes de FSH en el SOP son inferiores a los de las mujeres con funcién ovulatoria
normal. Esta disminucion de FSH en el SOP en presencia de testosterona - insulina
contribuyen a generar una desregulacion del proceso de foliculogénesis

comprometiendo la fertilidad de la mujer.
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Figura N°9: Resumen de resultados. FSH estimula significativamente la via de
sefalizacion PKA y MAPK. El efecto de FSH sobre las vias PKC y PI3K no fue
significativo. La via de sefalizacion PKA regula la secrecion de progesterona (P),
mientras que la via MAPK participa tanto en la secrecion de P como en el potencial
angiogénico y la secreciéon de VEGF. El medio I+T, disminuye la activacién de la via
PKA estimulada por FSH, disminuyendo la secreciéon de P; ademas disminuye la
activacion de la via MAPK, estimulada por FSH, conduciendo a la disminucién de la
secrecion de P y a un aumento de la angiogénesis.
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10. CONCLUSION

Los resultados de este trabajo permiten comprender como un exceso de andrégenos e
insulina, caracteristicos del fenotipo SOP, alteran el microambiente folicular
desregulando el efecto de FSH sobre las vias de sefializacion PKA y MAPK,
aumentando los procesos de angiogénesis y reduciendo la produccién de
progesterona.

Estos resultados potencialmente pudiesen contribuir a mejorar los esquemas

farmacologicos de induccion de ovulacion en las mujeres con disfuncion ovulatoria.
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12. ANEXOS

12.1. Consentimiento informado

i oidimi

%_u Clg WEST \.J\LO"_:

u 0 OIREAY

Consentimiento Informado para la donacion de una muestra de células de granulosa y liquido
folicular

En relacion a este estudio:

El estudio incluye mujeres que participan en el programa de fertilizacién asistida del Instituto de
Investigaciones Materno Infantil.

La aspiracion folicular se realiza rutinariamente como parte del procedimiento de fertilizacion
asistida para la obtencion del évulo, el cual queda indemne para su fecundacién. En este
procedimiento se obtiene el liquido folicular que contiene el évulo y las células de la granulosa.
La separacion de las células de granulosa no implican un procedimiento adicional a la
obtencion del ovulo y que no forme parte del proceso quirdrgico. Habitualmente estas células
son desechadas sin ser analizadas.

Esta investigacion no involucra riesgos para la paciente, no obstante en caso de posibles
complicaciones que pudiera haber durante el tratamiento el equipo médico tratante sera
responsable.

Las muestras obtenidas de la paciente asi como su informacion se utilizaran solo para la
investigacion descrita en este consentimiento y no se incluirdn en ningun otro estudio. Una vez
finalizada la investigacion, las muestras que se le hayan tomado seran adecuadamente
eliminadas y no seran utilizadas para estudios genéticos ni otra investigacion.

Este estudio no reportara beneficio directo para el tratamiento, sin embargo podria contribuir a
comprender las causas de la infertilidad, particularmente para SOP.

Este proceso se realizard siempre manteniendo la confidencialidad de la participante, no
incluyendo su nombre o informacion alguna que pueda identificar a la participante de este
estudio. Su identidad no sera revelada en presentaciones clinicas, informes o publicaciones
relacionadas con la investigacion, ni entregados a terceros que no formen parte del equipo de

investigadores.
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La paciente es libre de negarse a participar en este estudio o de arrepentirse en cualquier
momento de continuar en esta investigacion sin tener que dar explicaciones. Esto en ningun
caso afectard la atencion o tratamiento médico que pueda requerir.

Las muestras e informacién de las pacientes que se retirasen del estudio no seran
incorporadas en la investigacion y seran eliminadas de forma adecuada.

Este consentimiento informado sera firmado en duplicado, siendo uno de los ejemplares
entregado a la participante del estudio.

Consentimiento Informado para la donacion de una muestra de células de granulosa y liquido
folicular

En caso de tener alguna duda relacionada a este estudio me puedo dirigir a los siguientes
investigadores: Doctor Luigi Devoto C (teléfono: 29770856) o a quien él designe de la Unidad
de Medicina Reproductiva del IDIMI para resolver cualquier duda acerca de sus derechos como
participante en este estudio. Ademas, el paciente podra dirigirse al presidente del comité de
ética institucional que corresponda: Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano
Central, Doctor Emiliano Soto Romo, direccién: Victoria Subercaseaux 381, Santiago Centro.
Fono: 25746943 o al Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
cuyo presidente es el Dr. Manuel Oyarzuan. Direccién: Av. Independencia 1031, Independencia -
Fono: 29786923.

El dia de la aspiracién folicular es un evento necesario en mi tratamiento primario, por lo cual,

no constituye un costo adicional. Después de haber leido el consentimiento y haber recibido

informacién clara y detallada de la Unidad de Medicina Reproductiva del IDIMI, acerca del uso
con fines cientificos de las muestras que se obtienen en el proceso de aspirado folicular, acepto
ser invitada a participar en el estudio “Metabolitos de Estrégenos y su significado en fisiologia y
fisiopatologia ovarica humana. Implicaciones clinicas en Sindrome de Ovario Poliquistico”.

Nombre  del  PartiCIPANIE: ... e e a e e e e e aaaaaa s

RUT e Fecha......cccocooiiiiiiininnnnn. Firma.....coooovieeeee e

Nombre de la persona que obtuvo este coNsSeNntiMIENtO:..............ceooieiiii i
RUT e Fecha......cccocooiiiiiiininnnnn. Firma.....coooovieeeee e

Nombre del director, del delegado del director o del ministro de Fe del
estudio:.......cvvviieeeee e RUT e Fecha......cccoooovviiiiiininennnn,
Firma:....cooooveeiiiieeennn.
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12.2. Viabilidad de las CG cultivadas en diferentes concentraciones de

testosterona e insulina.

Testosterona Insulina
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Ensayo de Proliferacion Celular CellTiter 96® AQueous One (MTS), a diferentes
concentraciones de testosterona e insulina. Este es un método colorimétrico para
determinar el numero de células viables en ensayos de proliferacion o citotoxicidad. El
reactivo se agrega directamente a los pocillos de cultivo, se incuba durante 1 - 4 horas
y luego se registra la absorbancia a 490 nm con un lector de placa de ELISA de 96
pocillos. El gréafico representa las absorbancias normalizadas con respecto al basal, en
quintuplicado de cada concentracion de testosterona e insulina (n=2).
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12.3. Modelo experimental.

Fosforilacion
de lasisoformas
CREB, ERK, AKT y MARCK
(Western blot).
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Se utilizaron CG luteinizadas humanas provenientes de mujeres que participan de los
programas de FIV debido a infertilidad por factor masculino exclusivo. Las células
fueron cultivadas, en medio control y medio 1+T, durante 48 horas con suero fetal
bovino (SFB) y luego deprivadas de SFB durante 24 horas. A continuacion, se
realizaron estimulos cortos con FSH para determinar la activacion de las vias de
sefalizacion: PKA/CREB, MAPK/ERK, PISK/AKT y PKC/MARCKS, mediante Western
blot. También se realizaron estimulos con FSH y hCG durante 24 horas, para evaluar la
secrecion de P, E2, el potencial angiogénico y la secrecion de VEGF. Ademas, las
células fueron preincubadas con inhibidores de las vias activadas por FSH, para
determinar la participacion de estas vias en los procesos de angiogénesis y
esteroidogénesis.
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12.4. Abreviaciones

AKT: Tirosina quinasa A

CG: Células de la granulosa

CREB: Proteina de unién a elementos respuesta de AMPc
E2: Estradiol

ERK: Quinasa regulada por sefales extracelulares
FIV: Fertilizacién in vitro

FSH: Hormona foliculo estimulante

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
hCG: Gonadotrofina coridnica humana

LH: Hormona luteinizante

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos
MARCKS: Sustrato de quinasa C rico en alanina miristoilada
| + T: Insulina + Testosterona

NGF: Factor del crecimiento neural

P: Progesterona

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PI3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa

RFSH: Receptor de la hormona foliculo estimulante
RIA: Radioinmunoensayo

SFB: Suero bovino fetal

SOP: Sindrome de ovario poliquistico

VEGF: Factor del crecimiento endotelial vascular
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