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Resumen

Los tratamientos actuales frente a la infertilidad se caracterizan por las
dificultades en la identificacion del ovocito con mayor potencial de desarrollo, lo que
reduce la eficacia de los tratamientos aplicados, obteniéndose resultados en tasa de
gestacion por debajo de lo esperado. El potencial de desarrollo ovocitario esta
estrechamente relacionado con las caracteristicas nucleares y del citoplasma, de modo
que un mejor conocimiento de estas estructuras podria mejorar las tasas de éxito de un
tratamiento de reproduccion asistida al optimizar los procedimientos de seleccién
ovocitaria y embrionaria. La comunicacion entre el ovocito y las células foliculares
circundantes es esencial para el crecimiento, maduraciéon y actividad metabdlica del
ovocito, hecho que potencia las razones para utilizar a las células del camulo en la
valoracion de la calidad ovocitaria. La calidad de los ovocitos obtenidos después de un
protocolo de estimulacion ovarica controlada varia considerablemente. Los patrones de
expresion génica de las células foliculares que rodean al ovocito pueden actuar como
marcadores, que una vez validados podrian representar una herramienta valiosa en la
practica clinica, no s6lo en la seleccion de los ovocitos de mejor calidad sino también en
la optimizacion de los protocolos de estimulacion.

Ante estas perspectivas, el objetivo de nuestro trabajo se centro en determinar la
posible influencia del tipo de gonadotropina empleado en un protocolo de estimulacion
ovarica sobre diversos parametros relacionados con la adquisicion de la competencia
ovocitaria como son las concentraciones de los diferentes factores de secrecion
ovocitaria, perfil endocrino, tasa de actividad apoptética y patrones de expresion génica.

Se realiz6 un estudio prospectivo y aleatorio en el que participaron 90 mujeres
incluidas en nuestro programa de donacidén de ovocitos a las que se administré un
protocolo corto con antagonistas en dosis maltiple y con pauta fija de inicio de la
administracion. Se realizaron mediciones de GDF-9 y BMP-15 a través de técnicas de
ELISA y “Western Blot” respectivamente; por otra parte, se realizaron determinaciones
hormonales en liquido folicular correspondientes a hormona foliculo estimulante
(FSH), estradiol (E2), progesterona (P4) y testosterona (T). Los datos correspondientes
al porcentaje de apoptosis en células de la granulosa se obtuvieron mediante un analisis
de citometria de flujo; finalmente, se realizé un analisis transcriptomico de las células
del cumulo con el propésito de establecer correlaciones entre los patrones de expresion

génica y el grado de madurez ovocitaria.
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Nuestros resultados muestran que el tipo de de gonadotropina empleado en un
protocolo de estimulacion ovarica influye de forma significativa sobre el perfil
endocrino, particularmente sobre las concentraciones de andrégenos y estrogenos, sobre
el porcentaje de apoptosis precoz y tardia y sobre los patrones de expresion génica de
las células del cdmulo. En cuanto a los factores de secrecion ovocitaria, no se
registraron diferencias estadisticamente relevantes, aunque si se observé una asociacion
positiva entre las concentraciones de GDF-9 y las concentraciones de FSH en liquido
folicular. En conjunto, no se pudo establecer ninguna correlacion entre los parametros
evaluados y los criterios de madurez ovocitario basados en la proporcion de ovocitos
maduros metafase Il, por lo que resulta evidente la necesidad de buscar nuevos
pardmetros no-invasivos de la calidad ovocitaria. Un conocimiento més profundo de
estas herramientas de analisis sera util a la hora de definir parametros cuantitativos y
objetivos, capaces de establecer una valoracion cuantitativa del gameto femenino mas

fiable y precisa.
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1. Situacion actual.

La esterilidad es un problema que afecta actualmente al 15-20% de parejas en
edad reproductiva (McDonald 2004), y que se define como la incapacidad de conseguir
una gestacion después de un tiempo razonable (un afio) de mantener relaciones sexuales
sin medidas anticonceptivas. En los paises en vias de desarrollo, las tasas de esterilidad
son relativamente bajas en comparacion con los paises desarrollados debido
fundamentalmente a la busqueda de la maternidad a edades muy tempranas; este
escenario cambia radicalmente en el caso de la esterilidad secundaria, en la que las
enfermedades de transmisién sexual y las dificultades para acceder a un servicio
sanitario adecuado actan como causas responsables de los indices de esterilidad en los
paises subdesarrollados (Lunenfeld et al. 2004).

El siglo XX se ha caracterizado por un creciente control de la fecundidad, es
decir, son los individuos los que deciden o no tener hijos. El desarrollo de los métodos
anticonceptivos permite prorrogar las gestaciones hasta el momento en el que se desee;
al mismo tiempo, el aplazamiento de la maternidad deriva en una tendencia creciente
de mujeres o parejas con dificultades para concebir o para llevar un embarazo a término
(Schultz, 2007).

La esterilidad esta considerada como un problema de caracter publico que
repercute sobre los servicios sociales y sanitarios del pais. La gestion de la esterilidad
supone para la medicina una labor considerable por las dificultades que entrafia su
diagndstico y el tratamiento de los desordenes reproductivos de cada miembro de la
pareja; ademas, es importante que la pareja reciba informacion realista sobre las
posibilidades que tienen de tener un hijo asi como de los riesgos y de sus posibles
alternativas (Kamel 2010).

Frente a la esterilidad, historicamente se han desarrollado diferentes técnicas de
reproduccion asistida, en funcion del motivo por el que una pareja no puede concebir.
No obstante, es importante ampliar el conocimiento acerca de los factores que inician y
promueven una gestacion y como pueden ser implementados durante un tratamiento de
esterilidad para lograr mas recién nacidos vivos después de aplicar un procedimiento de
reproduccion asistida. En este contexto, quizas no se le ha dado al ovocito la
importancia necesaria en relacion a la obtencién de una gestacion viable. El crecimiento
y maduracién ovocitaria son procesos altamente regulados que dependen del soporte

aportado por las células foliculares y de la presencia de rutas de sefializacion tanto
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sistémicas como locales. En especies mono-ovulatorias como los humanos, el ovocito
extruido representa al ovocito con mayor potencial de desarrollo (Krisher 2004); la
alteracion del proceso de maduracién puede conducir a una regresion folicular y a la
desaparicion del foliculo degenerado de la cohorte en crecimiento. El éxito del
desarrollo embrionario esta limitado por la calidad de los gametos, especialmente del
ovocito. La capacidad de un embrién para producir una gestacion refleja el desarrollo
folicular y la maduracién ovocitaria previa a la fecundacion; la comprension de cémo
adquiere el ovocito su potencial de desarrollo tendra una repercusion importante en la
practica de la medicina reproductiva permitiendo incrementar las tasas de gestacion.

El ovocito es un determinante clave de los resultados clinicos, aunque
actualmente no es posible investigar marcadores especificos de calidad ovocitaria ya
que la propia célula no puede ser alterada y manipulada. Teniendo en cuenta esta
situacion, el siguiente candidato a considerar podrian ser las células del cimulo, que
actian como células de soporte y que mantienen una estrecha relacion con el ovocito
durante el proceso de maduracion. El estudio de marcadores en las células del cimulo
aparece como un atractivo metodo no invasivo de evaluacién del potencial de desarrollo
ovocitario, que nos permitiria valorar la calidad ovocitaria y por tanto, la posibilidad de

que el ovocito culmine en una gestacion viable (Gebhardt 2010).

2. El foliculo ovérico

En la Gltima década ha surgido una nueva perspectiva en relacion al desarrollo
del foliculo ovarico. Tradicionalmente, el ovocito ha sido considerado como un receptor
pasivo de las sefiales procedentes de las células de la granulosa, pero actualmente se
sabe que la comunicacion entre ambos tipos celulares es bidireccional ya que se ha
descrito una compleja interaccion entre diversos factores de regulacién que gobiernan el
desarrollo tanto del ovocito como de las células sométicas asociadas y que también

resulta fundamental para el desarrollo folicular.

2.1.-Foliculogénesis.
Poco después de que los ovocitos entren en un estadio prolongado de diplotene
en la meiosis, los precursores de las células foliculares somaticas rodean al ovocito en

una monocapa de células escamosas para formar el foliculo primordial. La amplia
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poblacién de foliculos primordiales que no crecen actia como reserva hasta el final de
la vida reproductiva de la mujer.

Los foliculos primordiales permanecen en una fase silente hasta que son
reclutados para los estadios primarios de crecimiento. Tradicionalmente, se ha descrito
la presencia de una compleja comunicacién multidireccional entre ovocitos y células
somaticas que actua de forma autocrina/paracrina y que desempefia funciones criticas en
la transicion y posterior crecimiento folicular (Eppig 2001, Skinner 2005). Estudios
recientes en modelos animales modificados genéticamente plantean la presencia de
sefiales inhibidoras que mantienen al foliculo primordial en estado quiescente; la
pérdida de funcién de cualquiera de estas moléculas inhibidoras conduce a una
activacion prematura de esta reserva de foliculos primordiales, que en ultima instancia
puede derivar en la aparicion de patologias como el fallo ovarico prematuro (Adhikari et
al. 2010, Reddy et al. 2008).

El reclutamiento inicial de los foliculos primordiales para su transformacién en
foliculos primarios depende de un conjunto de sefiales ovaricas que promueven y
coordinan esta transicion. El ovocito de un foliculo primario inicia su fase extensiva de
crecimiento y las células foliculares circundantes -células de la granulosa-, se convierten
en cuboidales y proliferativas; esta transicion es independiente de gonadotropinas ya
que los foliculos primordiales carecen de receptores de FSH (Oktay et al. 1997).
Cuando los ovocitos en crecimiento se rodean de mas de una capa de células de la
granulosa pasan a denominarse foliculos secundarios; esta etapa se caracteriza por el
aumento del diametro ovocitario, la formacion de una l&mina basal, la aparicion de la
zona peldcida y el desarrollo de una capa de células de la teca. Aunque esta
transformacion también parece ser independiente de gonadotropinas, este tipo de
foliculos si es sensible a la accion gonadotrépica (Fortune and Eppig 1979).

Los foliculos con un didmetro superior a las 200 micras evolucionan hacia el
estadio antral; esta etapa se caracteriza por la formacion de la cavidad antral, aumento
de la vascularizacion de las células de la teca, crecimiento continuado de los ovocitos y
proliferacion de dos tipos de células foliculares somaticas. La formacion de la cavidad
antral separa dos poblaciones de células de la granulosa funcionalmente distintas: las
células parietales de la granulosa (mCGs), importantes para la esteroidogénesis y la
ovulacion, y las células del cumulo (CCs) que rodean al ovocito promoviendo el

crecimiento y la competencia en el desarrollo.
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La transicion de foliculo pre-antral a antral marca el paso de una regulacion
intraovarica a una regulacion extraovarica de la foliculogénesis, marcada por el
funcionamiento del eje hipotdlamo-hipofisario; aunque los foliculos pre-antrales son
capaces de responder a la FSH, ésta desempefia un papel clave durante la
foliculogénesis antral (Kumar et al. 1997): previene la apoptosis en las células de la
granulosa y la atresia folicular, y estimula la proliferacion de estas células, la sintesis de
estradiol y la expresion de receptores para la LH.

Los foliculos pre-ovulatorios expresan grandes cantidades de receptores de LH
en las células de la granulosa permitiendo que puedan responder al pico de mitad de
ciclo, el cual inicia la cascada de sucesos que conducen a la reanudacion de la meiosis

ovocitaria, expansion del cimulo, ruptura folicular y formacion del cuerpo luteo.

2.2.-Procesos celulares y moleculares relacionados con el crecimiento y
maduracion ovocitaria.

En todas las especies de mamiferos, el desarrollo del foliculo y del ovocito sigue
una secuencia caracteristica de acontecimientos que comienza con la formacion del
ovario durante la etapa de embriogénesis precoz y que terminan con la ovulacién de un
ovocito maduro y fértil. A lo largo de la prolongada etapa pre-antral, el desarrollo del
ovocito transcurre paralelo al de las células foliculares de la granulosa (Diaz et al.
2006). La comunicacion efectiva entre los distintos tipos de células foliculares se
consigue via uniones conocidas con el término anglosajon de “gap junction”; este
didlogo entre las células de la granulosa y el ovocito es vital para mantener el
crecimiento ovocitario ya que la fuente principal de nutrientes para el gameto lo
constituye el compartimento somatico (Harris SE & Picton HM 2007).

El ovocito secreta factores que regulan el inicio del crecimiento del foliculo
primordial y moderan las acciones tréficas de las gonadotropinas sobre el crecimiento
de los foliculos pre-antrales y antrales (Knight and Glister 2006). Se ha descrito una
amplia variedad de reguladores de la foliculogénesis in vivo, algunos de los cuales se
muestran en la Figura 1 (Matzuk et al. 2002). La sefalizacion bi-direccional entre los
ovocitos y las células somaticas circundantes es esencial para la progresion del
desarrollo folicular. Los estudios con modelos animales han identificado proteinas
especificas implicadas en este bucle de regulacion ovocito-células de la granulosa que

desempefian funciones esenciales en el desarrollo folicular y ovocitario. Los ejemplos
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incluyen a GDF-9, un factor de secrecion ovocitario, al receptor de Kit expresado en la

superficie del ovocito y al ligando de Kit (KL) derivado de las células de la granulosa.
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Figura 1. Progresion de la foliculogénesis y la ovogénesis (Matzuk, 2002)

Los factores paracrinos derivados del ovocito son esenciales para una ovulacion
eficaz; por ejemplo, GDF-9 induce la sintesis de una serie de sustancias en las células de
la granulosa que ayudan a la formacién e integridad del complejo cumulo-ovocito
(Kumar et al. 1997), estimula la sintesis de prostaglandinas y de progesterona, activa
determinadas rutas de sefializacion en células pre-ovulatorias del camulo e inhibe su
luteinizacion al impedir la expresion de receptores de LH (Elvin et al. 2000). Por su
parte BMP-15, otro factor de secrecidn ovocitaria, coopera con GDF-9 para mantener la
integridad del complejo cumulo-ovocito y optimiza la fertilidad femenina.

La competencia ovocitaria se adquiere progresivamente tras una serie
coordinada de cambios estructurales y funcionales que afectan al gameto y a las células
somaticas que lo rodean; sin embargo, no es hasta el final del desarrollo folicular
cuando los ovocitos logran la capacidad de progresar hasta la metafase Il. In vivo, el
pico pre-ovulatorio de LH desencadena la maduracion ovocitaria y dirige una cascada
de eventos foliculares que desembocan en un cambio en la sintesis de esteroides en las
células de la granulosa que pasan de producir estrdgenos a sintetizar progesterona;

disminuye la concentracion de AMP ciclico (AMPc), debido a la pérdida de “gap
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junctions” entre las células del camulo y el ovocito (Mehlmann 2005); y activa rutas
moleculares que sintetizan acido hialurénico (HA), responsable de la mucificacion y
expansion del cimulo (Schoenfelder and Einspanier 2003). La pérdida de contacto entre
el ovocito y las células somaticas permite la reanudacion de la meiosis con el
consiguiente descenso en las concentraciones de AMPc, en la actividad de la proteina-

kinasa A (PKA) y de la sefial inhibitoria que mantiene el bloqueo meiotico.

2.3.- Complejo camulo-ovocito.

La mayor parte del crecimiento ovocitario transcurre en la etapa de foliculo pre-
antral, en la que el ovocito estd estrechamente relacionado con células de la granulosa
relativamente indiferenciadas. Con la formacion del antro, las CGs se diferencian en dos
poblaciones anatomica y funcionalmente distintas, células parietales de la granulosa y
células del cumulo; estas Gltimas se encuentran en intimo contacto con el ovocito y
cuentan con proyecciones citoplasmicas trans-zonales altamente especializadas que
penetran la zona pelucida para formar “gap junctions”, derivando en una estructura
elaborada y compleja denominada complejo cumulo-ovocito (COC) (Albertini et al.
2001). La estrecha relacion e interaccién con el ovocito convierte a las células del

cumulo en candidatas ideales para la evaluacién del potencial del ovocito adjunto.

2.3.1.-Diferenciacion células de la granulosa.

Un concepto atractivo e interesante es la capacidad del ovocito de secretar OSFs
(oocyte-secreted factors) que regulan la diferenciacién de las células del camulo con el
propdsito de ejercer un estricto control sobre su propio entorno. Las células del camulo
y las células parietales de la granulosa se originan a partir de células progenitoras
comunes, aunque en téerminos de expresion génica y funcion son muy diferentes. La
heterogeneidad en la diferenciacion de las células somaticas foliculares es un proceso
cuidadosamente dirigido ya que ambos tipos celulares tienen distintas funciones: las
células del cumulo (CC) son responsables de un desarrollo adecuado del ovocito,
facilitando la ovulacion y posterior fecundacion, mientras que las células parietales de
la granulosa (MCG) estan implicadas en la sintesis de esteroides y en la diferenciacion
hacia células luteas (Gilchrist et al. 2008).

Bajo la influencia de la FSH, la via por defecto de diferenciacion de células de la

granulosa es hacia el fenotipo méas luteinizado de las mCGs. La eliminacion de la
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sefializacion ovocitaria paracrina hace que las CCs pierdan su fenotipo distintivo y
comiencen a exhibir caracteristicas mas representativas de las mCGs, como por
ejemplo, un bajo indice de proliferacién, aumento en la expresion de receptores LH y
capacidad esteroidogénica. Sin embargo, las CCs pueden recuperar sus rasgos
distintivos si son tratadas con OSFs, demostrando que el ovocito anula activamente la
diferenciacion de las células de la granulosa hacia un fenotipo luteinico inducido por la
FSH (Eppig et al. 1997). Estos estudios validan la observacion original de que el
ovocito previene la luteinizacion folicular (el-Fouly et al. 1970).

Puesto que la funcion primaria de los factores ovocitarios en los foliculos
terciarios es promover y mantener el fenotipo del complejo cimulo-ovocito, no resulta
sorprendente que adquieran su maxima actividad bioldgica durante la fase antral de la
foliculogénesis. Conforme el foliculo crece, las células de la granulosa contiguas a la
pared folicular se diferencian en mCGs esteroidogénicas bajo influencia de la FSH,
aungue estos efectos son contrarrestados por los factores ovocitarios Unicamente en
aquellas células estrechamente relacionadas con el ovocito (Diaz et al. 2007, Hussein et
al. 2005). Se plantea que estos factores actian de manera extremadamente localizada,
estableciendo un gradiente morfogénico en el interior del complejo cumulo-ovocito; la
hipotesis se valida examinando el gradiente de actividad anti-apoptética del ovocito a
través de las capas del COC, donde se demuestra que la incidencia de apoptosis en las
células del cumulo es menor en las capas mas internas y mayor en las capas mas
externas (Hussein et al. 2005). Estos resultados sugieren que las células del cimulo son
las receptoras primarias de la accion paracrina de estos factores ovocitarios y se
concluye que una de sus principales funciones es dirigir la diferenciacion de las células
del cumulo y mantener sus funciones caracteristicas, regulando activamente la
composicion de un entorno altamente especializado que difiere del resto del foliculo

ovarico.
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Figura 2. Gradiente morfogénico establecido por los OSFs en el COC (Hussein, 2005)

2.3.2.-Componentes de la matriz del camulo.

El pico pre-ovulatorio de gonadotropinas induce una secuencia de
acontecimientos que culminan en la ovulacion, siendo uno de los procesos mas
destacados la expansion del cimulo o mucificacion. Las gonadotropinas estimulan la
sintesis de acido hialurénico (HA) en las células del cumulo, el cual se une a estas
células y expande los espacios entre ellas, alojandolas en una matriz mucilaginosa. Este
proceso es importante para la ovulacion, ya que la inhibicion de la sintesis de acido
hialurénico reduce notablemente la tasa de ovulacion (Chen et al. 1993); de hecho, el
éxito de la ruptura folicular y de la fecundacion es enormemente sensible a las
perturbaciones en la composicion y en la capacidad funcional de la matriz del camulo.

La expresion génica asociada a la formacion de la matriz del cimulo esta
modulada por el ovocito a través de la secrecion de factores como GDF-9 y BMP-15;
una formacion y expansion adecuada del camulo precisa de la sintesis de HA y de la
incorporacion de proteinas séricas y proteinas secretadas por las mCGs y CCs de
foliculos pre-ovulatorios. La composicién y estabilidad de la matriz del cumulo es
fundamental para la ovulacion y posterior proceso de fecundacion ya que facilita la
captura del complejo cimulo-ovocito por la fimbria oviductal y media las interacciones
ovocito-espermatozoide (Lam et al. 2000). La expansion del cumulo también es
importante en la maduracién del citoplasma y en la proteccion del ovocito frente a

agentes proteoliticos y mecanicos durante la extrusion desde el foliculo.
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2.3.3- Comunicacion cumulo-ovocito.

Un desafio clave al que se enfrentan los especialistas en medicina reproductiva
es como integrar el conocimiento adquirido acerca de los factores secretados por el
ovocito en mecanismos fisiologicos coherentes que expliquen como los ovocitos
gobiernan la foliculogénesis, la funcién de las células del cimulo, su propio desarrollo y
su potencial de fertilidad. La comprension de como actlan estos factores es
sustancialmente complicada debido a las multiples interacciones entre moléculas de
sefializacion materna y del propio ovocito, y a los continuos cambios en las
interacciones fisicas entre el ovocito y las células somaticas adyacentes a lo largo de la
foliculogénesis.

Las células del caimulo estadn ancladas al ovocito y a otras moléculas a través de
“gap junctions” que permiten la comunicacion célula-célula y el intercambio de
moléculas como iones, metabolitos y aminoacidos necesarios para el crecimiento
ovocitario, asi como de AMPc que controla la maduracion nuclear del ovocito. La
sefializacion via uniones “gap junction” es un proceso esencial en la diseminacion de
sefiales endocrinas y locales procedentes del ovocito hacia las células del cimulo.

En cuanto a los mecanismos moleculares que subyacen a esta comunicacion
paracrina, la atencion se ha centrado en dos miembros de la superfamilia TGF-p: GDF-
9 y BMP-15, expresados por los ovocitos y que presentan una serie de rasgos que los
hacen particularmente importantes en este tipo de interacciones:

- la expresion de GDF-9 y BMP-15 es necesaria para la fertilidad
femenina ya que los portadores homocigotos de mutaciones en estos genes son estériles
debido al bloqueo en el estadio primario de la foliculogénesis (Dong et al. 1996,
Galloway et al. 2000).

- la expresion de GDF-9 y BMP-15 esta restringida exclusivamente a los
ovocitos (Juengel and McNatty 2005). La expresion no ovarica de estos factores varia
entre especies y actualmente se desconoce si ejercen alguna funcién de caracter
fisioldgico.

- ambas proteinas forman un heterodimero. GDF-9 y BMP-15 se
localizan juntas e incluso es probable que se secreten al mismo tiempo de modo que
posiblemente actlen sinérgicamente a la hora de regular determinadas funciones de las
celulas de la granulosa (McNatty et al. 2005a).

- desde una perspectiva ovarica local, GDF-9 y BMP-15 in vitro imitan

todas las acciones ovocitarias relacionadas con el control de las funciones de las células
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somaticas: regulan la expresion del ligando de Kit en células de la granulosa, estimulan
la proliferacion de células foliculares somaticas, previenen la apoptosis, inhiben la
luteinizacion, regulan el metabolismo de las células del cumulo y promueven la
expansion y mucificacion de la matriz del camulo (Gilchrist et al. 2008).

Los requerimientos energéticos del complejo cimulo-ovocito son unicos, ya que
tanto las células del cdmulo como los ovocitos presentan diferentes necesidades
metabdlicas (Eppig 2001). Los ovocitos son incapaces de incorporar L-alanina, no
pueden sintetizar colesterol a partir de acetato y obtienen poco rendimiento energético
del metabolismo de la glucosa; por su parte, las células del cumulo metabolizan
sustratos alternativos como aminoacidos, colesterol y glucosa, esenciales para el
desarrollo y funcion ovocitaria. Los complejos cumulo-ovocito participan en la
comunicacion bidireccional que demuestra la sefializacién conjunta entre el ovocito y
las células del cumulo circundantes; el registro de esta actividad en las células
somaticas, especificamente en las células del cimulo estrechamente relacionadas con el

ovocito, puede ayudar a la descripcion de marcadores potenciales de competencia

ovocitaria.
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Figura 3. Papel de las CCs como reguladores potenciales de la competencia ovocitaria (Assou, 2010)

2.4.-Funciodn del foliculo ovérico.
Las dos funciones principales del ovario son obtener ovocitos competentes y

potencialmente fecundables y secretar las hormonas esteroideas necesarias que preparan
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al tracto reproductivo para la fecundacion y posterior gestacion. Para ejercer su
potencial esteroidogénico y ovulatorio, los foliculos deben progresar por una serie de
estadios del desarrollo altamente coordinados y regulados.

2.4.1.-Esteroidogénesis.

La sintesis ovérica de esteroides y la sefializacibn mediada por ellos son
procesos criticos para el funcionamiento normal del ovario, incluyendo el crecimiento
folicular, la maduracion ovocitaria y la ovulacion. La esteroidogénesis es vital para
mantener el funcionamiento de las células de la granulosa ya que el estradiol y la
progesterona son fundamentales para el desarrollo del complejo cimulo-ovocito (Lucidi
et al. 2003).

La FSH actla sobre las células de la granulosa promoviendo la division celular y
la sintesis de esteroides a partir del colesterol (Fleming 2008). El paso limitante en la
sintesis intrafolicular de esteroides es la conversion del colesterol en pregnenolona y
progesterona. De acuerdo al modelo de 2-células 2-gonadotropinas de la biosintesis de
estrogenos (Moor and Trounson 1977), la enzima CYP17A1 (17a-hidroxilasa)
metaboliza la progesterona a androgenos en las células de la teca por influencia de la
LH, y la aromatasa convierte a estos androgenos en estrégenos en las células de la
granulosa bajo el control de la FSH.

La progesterona producida en las células de la granulosa bajo la direccion de la
FSH debe pasar a la region vascularizada de las células de la teca para ser catabolizada a
androgenos. Sin embargo, desde aqui, los esteroides pueden acceder a la circulacion
general o bien ser metabolizados en la cascada esteroidea normal. Es probable que
conforme mayor sea la sefial de LH sobre las células de la teca, mayor sera la actividad
catabodlica que convierte a la progesterona en andrégenos, disminuyendo su presencia en
la circulacion general. Este proceso puede resumirse de la siguiente manera: hay dos
fuentes de progesterona en el foliculo, pero sélo un paso metabdlico (catabolismo de
progesterona a andrdgenos), el cual esta dirigido por la accion de la LH sobre las células
de la teca (Fleming and Jenkins 2010).
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Figura 4. Esteroidogénesis durante un ciclo natural (Fleming, 2010)

2.4.2.-Funcién reproductiva.

La ovulacion es un proceso complejo a través del cual el foliculo ovarico
reactiva la meiosis ovocitaria, se crea un poro de ruptura en el extremo apical del
foliculo y se inicia la reestructuracion y diferenciacion del tejido inicial para la
formacion del cuerpo luteo. Estos procesos son fundamentales para la implantacién y el
desarrollo embrionario.

La cronologia de la ovulacion se inicia con un foliculo pre-ovulatorio sensible
al pico de LH, que actla sobre las células de la granulosa y de la teca estimulando la
sintesis de AMPc y activando una cascada selectiva de sefalizacion de la PKA
(Richards 2001). Estas rutas de sefializacion inducen rapidamente la transcripcion de
genes especificos, los cuales se expresan transitoriamente antes de la ruptura folicular;
estos productos génicos inician y/o alteran vias adicionales de sefializacion celular y
promueven la remodelacion folicular para la posterior formacion del cuerpo luteo.

La ovulacion esta dirigida por una secuencia de acontecimientos que se inician
con la recepcién por parte del foliculo del pico de gonadotropinas, Unica sefial que
desencadena todo el proceso; en respuesta a este estimulo, se observan una serie de
cambios en la expresion genica y en la estructura folicular que tienen consecuencias
interdependientes para la teca, las células parietales de la granulosa, las células del
cumulo y los compartimentos ovocitarios del foliculo ovarico. En resumen, la ovulacion

es un proceso controlado por numerosos factores que facilitan la sincronizacion de la
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maduracion ovocitaria con su liberacion, al mismo tiempo que permite la seleccion de

los ovocitos que han adquirido una competencia completa para el desarrollo.

2.5.- Competencia ovocitaria.

El concepto de competencia ovocitaria hace referencia a la capacidad del ovocito
para completar la maduracion, ser fecundado y producir embriones de buena calidad
capaces de generar una descendencia viable. Se han publicado numerosos estudios que
documentan la importancia de la maduracion como paso crucial en la adquisicion de la
competencia ovocitaria (Hyttel et al. 1986, Sirard et al. 2007) en los que se llega a la
conclusion de que la maduracion citoplasmica, nuclear y molecular del ovocito es
determinante para el éxito global de la competencia ovocitaria teniendo en cuenta que
estos procesos son coincidentes e interdependientes.

2.5.1.-Adquisicion de la competencia ovocitaria.

El principal acontecimiento de la maduracion nuclear implica la progresion
del nucleo desde el estadio de vesicula germinal hasta metafase Il. La maduracion
citoplasmica incluye una serie de modificaciones ultraestructurales que afectan a la pre-
maduracion (pocos dias antes del pico de LH) y maduracion final del ovocito, y que
permiten la fecundacion, division y mantenimiento de las primeras etapas del desarrollo
embrionario; desafortunadamente, no se pueden realizar registros directos de este
proceso, de ahi que la maduracion nuclear se use como referencia de la maduracion
citoplasmica del ovocito. Por dltimo, la maduracién molecular es necesaria para
garantizar la maduracion (Sirard et al. 2006), y su importancia aumenta cuando se
adquiere conciencia de las limitaciones de los criterios morfolégicos usados para
identificar la competencia ovocitaria; gracias a sus reservas metabdlicas, el ovocito
maduro es potencialmente fecundable y capaz de sostener el desarrollo embrionario

temprano.

2.5.2.-Marcadores de competencia ovocitaria.

Los conocimientos actuales de los mecanismos que contribuyen a la adquisicion
de la competencia ovocitaria conducen al desarrollo de estudios de perfiles de expresion
génica disefiados para encontrar marcadores de calidad ovocitaria. La identificacién de
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estos marcadores permitiria mejorar los resultados de un ciclo de reproduccion asistida
y ampliar el campo de conocimiento en relacion a la maduracidon ovocitaria y a la
importancia del entorno folicular (Gebhardt 2010).

Histdricamente, las mejoras en las tasas de gestacion in vitro se han conseguido
a través de mejoras en las condiciones de cultivo y en los procedimientos del
laboratorio; sin embargo, la posibilidad de identificar a los gametos y/o embriones méas
competentes se ha basado tradicionalmente en la evaluacion morfolégica durante el
periodo de cultivo. La dificultad de seleccionar fiablemente al ovocito con mayor
potencial de desarrollo se traduce en tasas de gestacion relativamente bajas y en la
transferencia de varios embriones con un aumento del porcentaje de gestaciones
multiples y las consiguientes complicaciones obstétricas y pediatricas.

Los marcadores de calidad ovocitaria susceptibles de ser aplicados a un
procedimiento clinico deben ser no-invasivos, hecho que limita la valoracion ovocitaria
a inspecciones morfoldgicas. Sin embargo, las células de la granulosa y en particular las
celulas del camulo se presentan como una opcidn alternativa, ya que se recuperan con
facilidad durante el transcurso del tratamiento. El papel vital de estas células en el
desarrollo del ovocito in vivo y en la maduracion in vitro las ha convertido en el centro
de atencidon de muchos investigadores con el proposito de obtener respuestas sobre
cémo maduran y se desarrollan los ovocitos en su trayecto hacia la adquisicién de

funciones reproductivas.

3. Protocolos de estimulacién.

Los tratamientos farmacoldgicos que restauran o modifican desde un punto de
vista terapéutico los procesos ovulatorios se han utilizado para tratar, en las Gltimas
décadas, trastornos relacionados con desordenes del ciclo menstrual y condiciones de
infertilidad. El discurso teorico de estos tratamientos se basa en la capacidad de estos
farmacos de superar e interrumpir los mecanismos de control hormonal de un ciclo
natural para forzar al ovario a producir uno o mas foliculos y en consecuencia, mas

ovocitos competentes desde un punto de vista reproductivo.
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3.1. Tipos de gonadotropinas.

La investigacion subyacente a la produccion de las preparaciones gonadotrdpicas
mas habituales engloba las ultimas cinco décadas. La industria de las gonadotropinas ha
evolucionado desde los extractos urinarios hasta la aplicacion de técnicas recombinantes
que revierten una amplia variedad de preparaciones de FSH para la estimulacion ovérica
y cuyo resultado es la ampliacion de las opciones a la hora de elegir farmacos efectivos
con similar eficacia clinica (Casper 2005).

3.1.1. Mecanismos de obtencion.

En los 85 afios transcurridos desde el descubrimiento de las gonadotropinas
(Aschheim, S. & Zondek, B. 1927), la FSH se ha convertido en el farmaco principal en
las terapias contemporéneas frente a la infertilidad. Sus aplicaciones clinicas incluyen el
tratamiento de la infertilidad anovulatoria y la estimulacién ovarica de mujeres
sometidas a un tratamiento de reproduccion asistida. Ademas, la FSH también puede
emplearse en el tratamiento de la infertilidad masculina con origen en el hipogonadismo
hipogonadotropico.

- Extractos hipofisarios. Las gonadotropinas se introdujeron por primera

vez en las terapias de induccién de la ovulacion en 1958, cuando Gemzell logré el
primer embarazo con gonadotropinas extraidas de glandula hipofisaria humana
(Gemzell et al. 1958). El uso de estos extractos continué durante tres décadas hasta que
el riesgo de infeccion por priones elimind este tratamiento del conjunto de protocolos
terapéuticos.

-Extractos urinarios

-Gonadotropina menopausica humana (hMG). Los ovarios menopausicos

se caracterizan por un marcado descenso en la sintesis de estrogenos; como resultado,
aumenta la presencia sérica y la excrecion urinaria de FSH y LH hipofisarias. Donini
(Donini et al. 1964) describié un conjunto de técnicas para extraer estas hormonas a
partir de la orina de mujeres menopausicas para su posterior uso bioldgico en mujeres
en edad reproductiva.

Las primeras gonadotropinas clinicamente disponibles contenian una mezcla de
FSH y LH en proporcién 1:1 y una gran cantidad de proteinas urinarias. Las mejoras en
las técnicas de purificacion condujeron a una estandarizacion de la actividad FSH y LH

en 75 Ul para cada tipo de gonadotropina, aunque actualmente todavia persisten
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proteinas urinarias en las preparaciones de hMG disponibles comercialmente. La
actividad LH en la hMG deriva originariamente del componente hCG, el cual se
concentra durante el proceso de purificacion y se afiade para lograr el grado de actividad
LH deseado (Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine,
Birmingham, Alabama 2008).

-FSH urinaria. La eliminacion de la LH mediante anticuerpos policlonales
resulté en una preparacion bioldgicamente pura de FSH urinaria (FSHu) que todavia
contenia proteinas (Giudice et al. 1994). El uso de anticuerpos monoclonales
especificos para la FSH supuso la introduccion de cierto grado de refinamiento en los
procesos de produccion, lo que condujo a la sintesis de FSH urinaria altamente
purificada (HP-FSHu) con menos de 0.1 Ul de LH y del 5% de proteinas urinarias no
identificadas. EI mayor grado de pureza y el aumento en la actividad especifica de la
HP-FSHu permite la administracion subcutanea en volimenes muy pequefios, ademas
de la eliminacion virtual de la variacion entre lotes.

-Extractos recombinantes. El desarrollo de la tecnologia del DNA

recombinante abrio la puerta a la sintesis de preparaciones de FSH recombinante
(FSHr); este hecho garantiz6 una disponibilidad ilimitada del producto y mejord la
consistencia entre lotes en comparacion con las gonadotropinas urinarias. En general, la
purificacion de los preparados gonadotrépicos ha contribuido al disefio de protocolos de
estimulacién individualizados, ha facilitado el proceso de administracion y ha permitido
un tipo de administracion subcutanea debido a la menor concentracion proteica
(Feinberg et al. 2005). Las dos preparaciones de FSH recombinante disponibles en el
mercado son la folitropina a y la folitropina B; recientemente, se ha incorporado a este
grupo de farmacos la corifolitropina alfa con un sistema de liberacion retardado de FSH
recombinante (Devroey et al. 2009).

La gonadotropina coridnica humana (hCG) se ha utilizado en los tratamientos
de reproduccidn asistida para imitar el pico de LH enddgeno, debido a las semejanzas
estructurales entre la propia hCG y la LH y a que ambas hormonas estimulan el mismo
receptor. Promueve los estadios finales de la maduracion folicular y la progresion
meidtica y puede derivar de la orina de mujeres gestantes (hCG) o bien producirse a
nivel industrial como hCG recombinante (r-hCG), donde 250 pg de hormona
equivalen a 5000-6000 Ul de hCG.
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La LH recombinante (LHr) refuerza el desarrollo folicular en combinacion con
la FSH en pacientes que presentan hipogonadismo hipogonadotrépico y que tienen un
profundo déficit de LH (Hreinsson et al. 2003)

3.1.2. Mecanismos de accion. Efectos sobre la foliculogénesis.

Aunque se ha descrito la participacion de numerosos factores en el desarrollo
folicular, la FSH y la LH desempefian un papel central en los complejos y delicados
mecanismos endocrinos que regulan la biologia del ovario. Comprender la estructura
molecular de las gonadotropinas y de sus receptores asi como los mecanismos que
gobiernan su funcién se ha convertido en el objetivo fundamental de la industria
farmacéutica con el proposito de implementar sus aplicaciones en los tratamientos de
reproduccion asistida.

- FSH vy foliculogénesis. La FSH desempefia un papel obligatorio en el

mecanismo de seleccion y desarrollo del foliculo dominante, no habiendo ningln otro
ligando que por si mismo posea esta actividad reguladora. El control diferencial ejercido
por la FSH a través de la ruta de sefializacion PKA/AMPc es el responsable del
crecimiento del foliculo dominante y del desarrollo durante el estadio pre-ovulatorio. El
didlogo entre las rutas de sefializacion activadas por la FSH deriva en el fenotipo
caracteristico de las células parietales de la granulosa

Aunque todos los foliculos tienen la capacidad potencial de madurar, sélo los
foliculos en estadios avanzados del desarrollo y mas sensibles a la FSH ganan
dependencia gonadotrépica, experimentando un reclutamiento secundario en oposicion
a la fase previa independiente de gonadotropinas. En la posterior transicion luteo-
folicular, los foliculos seleccionados comienzan a crecer a mayor velocidad bajo la
influencia de la elevacion selectiva inicial de la FSH mas alla de una concentracion
umbral critica (van Santbrink et al. 1995) capaz de abrir la denominada “ventana de la
FSH” y que permite la entrada de los foliculos antrales mas sensibles a la accion de la
hormona; cuando los niveles de FSH comienzan a disminuir todos los foliculos, excepto
aquellos con mayor sensibilidad a la actividad FSH, entran en atresia (Macklon and
Fauser 2001). Ademas, la FSH induce la sintesis de receptores de LH en las células de
la granulosa de los foliculos pre-ovulatorios; la accion de la LH sobre sus receptores
activa a la adenilato-ciclasa con la consiguiente sintesis de AMPc que representa una

respuesta adicional a la FSH. El foliculo que esta madurando reduce su dependencia de
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la FSH mediante la adquisicion de receptores y de sensibilidad a la LH (Filicori et al.
2002b).
-LH vy foliculogénesis. La LH ejerce un papel fundamental en la seleccion y

dominancia monofolicular. Aunque las células de la granulosa de los foliculos antrales
tempranos sélo responden a la FSH, aquellos foliculos maduros que expresan receptores
para la LH también son capaces de responder a la hormona y son progresivamente
menos dependientes del estimulo de la FSH. La LH se une a su receptor con un elevado
grado de afinidad iniciando una serie de fendmenos que culminan con la activacién de
un conjunto de rutas de sefializacion (PKA/AMPc) que conducen eventualmente a la
sintesis de androgenos (androstenediona); sin embargo, si las concentraciones de LH
superan un nivel mé&ximo, el desarrollo de los foliculos pre-ovulatorios se inhibe.

En el delicado contexto de interaccion hormonal en la etapa dependiente de
gonadotropinas de la fase folicular, la accién de la LH queda enmarcada en un intervalo
de concentracion delimitado por unos valores minimos y maximos. Durante la segunda
mitad de la fase folicular, cuando la FSH decae, la etapa dependiente de LH del
desarrollo folicular pre-ovulatorio progresa normalmente si los niveles de LH se
encuentran dentro de esos limites. Con estos argumentos, se plantea la posibilidad de
que la actividad LH por si sola es capaz de sostener la secrecidn folicular de estrogenos
en ausencia de un estimulo de FSH. Sullivan (Sullivan et al. 1999) demostr6é que la
interrupcién en la administracion de FSH al final de la etapa folicular supone un
descenso tanto en las concentraciones de FSH como de estradiol; sin embargo, la
sustitucién de FSH recombinante por LH recombinante estimula la secrecién folicular
de estradiol hasta niveles comparables a los de tratamientos con una administracién
continuada de FSH recombinante. Aunque la duracién de este estudio es demasiado
corta para analizar en profundidad el efecto de este tipo de estimulacion bifasica sobre
el desarrollo folicular, se demostro por primera vez que la secrecion ovarica de
estrégenos puede mantenerse con una administracion selectiva de LH.

Posteriormente Filicori (Filicori et al. 2002c) demostr6é que dosis bajas de hCG
pueden estimular el crecimiento y maduracion folicular en ausencia de FSH. Estos datos
sugirieron que en las etapas finales de la induccién de la ovulacion, la FSH puede ser
reemplazada por dosis bajas de hCG/LH sin ningun efecto negativo sobre los resultados
del tratamiento. En resumen, la informacion disponible actualmente sugiere que la
actividad LH puede usarse para mejorar y optimizar los efectos de la FSH en los

protocolos de estimulacion ovarica.
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4.- Tecnologia de los microarrays.

Un paso clave en los tratamientos de Reproduccion Asistida es la evaluacion de
la calidad ovocitaria y embrionaria para determinar los embriones con mas posibilidades
de derivar en una gestacion. Desafortunadamente, el conocimiento de los determinantes
moleculares de la competencia embrionaria es limitado, por lo que las estrategias
clinicas habituales se basan en el examen de la morfologia y de la tasa de division
embrionaria aunque su precision esta lejos de ser la ideal (Bromer and Seli 2008). El
disefio de una prueba objetiva y segura que permita identificar al ovocito/embrién mas
competente y que por tanto conduzca a una mejora de las tasas de gestacion al mismo
tiempo que disminuye la tasa de gestaciones multiples supone uno de los grandes
desafios de la medicina reproductiva. En los altimos tiempos, el desarrollo tecnolédgico
ha permitido el acceso a la informacion contenida en el genoma, haciendo de la biologia
una ciencia Unica en el sentido de que los investigadores cuentan con un nucleo central
de informacion accesible que actia como punto de partida para la comprension de los
distintos procesos bioldgicos.

Tradicionalmente, el estudio de una determinada patologia y/o de la eficacia de
un procedimiento médico implicaba la descripcién del fenotipo como principal fuente
de informacidn; aunque esta metodologia sigue siendo util, en los Gltimos tiempos han
surgido nuevas herramientas que han permitido ampliar la descripcion fenotipica y
aplicar esta nueva informacion a un nuevo contexto de interacciones genotipo-fenotipo.
La emergencia de las denominadas “Omicas” ha modificado gradualmente los métodos
de aproximacién al estudio de la fisiologia en mamiferos, ya que son capaces de
identificar y cuantificar todos los componentes de los sistemas celulares diseccionando
las rutas de sefializacion intracelular, hecho que permite obtener una gran cantidad de
informacién en un periodo corto de tiempo. La aplicacion de estas técnicas a los
tratamientos de Reproduccion Asistida es un acontecimiento relativamente reciente;
entre sus ventajas destacan la contribucion al disefio de procedimientos no invasivos
que faciliten la seleccion embrionaria en un programa de transferencia Unica, la
evaluacion del impacto de los protocolos de estimulacion sobre la receptividad
endometrial y la identificacion de proteinas que predicen una evolucién normal o
degenerativa del embrion.

Cada célula combina la informacion aportada por el genoma y por el entorno
para crear un fenotipo caracteristico. La monitorizacion de los cambios en la

transcripcion génica permite la identificacion de un conjunto de genes funcionalmente
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relacionados con un fenotipo tisular o celular. Los analisis transcriptémicos se
emplean para saber qué genes se han transcrito y en qué cantidad, por lo que en esencia
los microarrays ofrecen la posibilidad de obtener informacion de multitud de genes

simultaneamente a partir de una Unica muestra.
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Figura 5. Tecnologia de microarrays

4.1. Analisis transcriptémico de las células del cimulo y de la granulosa.

El anélisis transcriptomico en el contexto de la medicina reproductiva puede
servir para diferentes propositos: identificacion de un fenotipo celular para la
comprension de un fendmeno fisioldgico, seleccion mejor ovocito/embrién o
evaluacion de la respuesta a un protocolo de estimulacién hormonal (Hamel et al. 2008).
Uno de los aspectos mas atractivos de esta tecnologia es el analisis de las células del

cimulo en la busqueda de nuevos marcadores de calidad ovocitaria; estas células
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comparten el mismo ambiente folicular que el ovocito asociado, ademés de que pueden
manipularse y testarse sin riesgo a comprometer la viabilidad del mismo. Los datos
acerca de la expresion de biomarcadores en estas células aportan informacion
consistente y precisa sobre el micro-ambiente de maduracion ovocitaria, aumentando la
capacidad de los embridlogos para seleccionar a los embriones mas competentes en el
momento de la transferencia.

Tras los primeros trabajos centrados en la caracterizacion del transcriptoma de
las células del camulo (Assou et al. 2006), el grupo de Hamamah trato de identificar
reguladores potenciales y marcadores génicos implicados en la maduracion ovocitaria
(Gasca et al. 2007) y describieron genes involucrados en el ciclo celular y en la
reparacion del DNA cuya expresion tiene relevancia en la determinacion de la calidad
ovocitaria. En un estudio posterior, el mismo grupo demostrd6 que los ovocitos
morfolégicamente normales de pacientes con fallos recurrentes de fecundacion
presentaban patrones de expresion génica alterados que afectaban principalmente a
genes relacionados con la meiosis, el crecimiento celular y la apoptosis (Gasca et al.
2008).

En 2008, se publico un trabajo que demostraba que los perfiles de expresion
génica de las células del cumulo estaban significativamente relacionados con la
morfologia embrionaria y los consiguientes resultados clinicos; se observé la sobre-
expresion de Bcl-2 implicado en la apoptosis y de PCKI en la gluconeogénesis asi como
la disminucion en los niveles del factor de transcripcion NFIB (Assou et al. 2008).

Feuerstein (Feuerstein et al. 2007), examind la expresion de 6 genes en células
del cumulo de foliculos pre-ovulatorios mediante PCR. La seleccidn de estos genes se
baso en su induccién por el pico de LH (StAR, COX2 y AREG), su funcion en el
metabolismo lipidico (SCD1 y SCD5) y/o en las “gap junction” (Cx43). Los niveles de
expresion de todos los genes analizados, excepto de Cx43, aumentaron después de
reiniciarse la meiosis. Se concluyd que la maduracion nuclear de los ovocitos estaba
asociada a un aumento de la expresiéon de StAR, COX-2, AREG, SCD1 y SCD?5, al
demostrarse la presencia de un fuerte vinculo entre los patrones de expresion génicay la
capacidad de desarrollo.

Los trabajos con COX-2, HAS2 y GREM1 identificaron a estos genes como
marcadores de competencia ovocitaria (McKenzie et al. 2004). Las células aisladas de
ovocitos que se desarrollaron normalmente a embriones de dia 3 presentaron mayor

cantidad de estos transcritos que las células del cimulo derivadas de ovocitos que
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generaron embriones de mala calidad. Estudios posteriores (Cillo et al. 2007)
confirmaron estos resultados y demostraron que el registro de los niveles de expresion
de estos genes puede actuar como complemento a la valoracion morfolégica y actuar
como una herramienta de seleccion adicional en los procesos de seleccion embrionaria.
Otros trabajos se han centrado en el estudio de los patrones de expresion génica
entre embriones que presentan o no division temprana (van Montfoort et al. 2008). Se
identificaron 8 genes con diferencias consistentes en su expresion y cuya funcion
sugeria su participacion en el establecimiento de condiciones hipoxicas (CXCR-4,
GPX-3, DVL3 y HSPB1) y/o de retraso en la maduracion ovocitaria (CCND2,
CTNDD1, DHCR7, y TRIM28) en embriones que no habian experimentado una
division temprana. Por altimo, otra coleccion de marcadores de competencia
folicular/ovocitaria procede de los estudios de Hamel (Hamel et al. 2008) quien
describié una serie de genes especificos en células del cimulo y de la granulosa
pertenecientes a ovocitos que desembocan en una gestacion (CDC42, SERPINEZ2,
FDX1y CYP19A1). Los genes con expresion diferencial entre ovocitos competentes y
de peor pronostico reproductivo estaban involucrados en distintas funciones ovocitarias.
Aunque la cantidad de informacion obtenida es extraordinaria, sélo estamos al
principio de encajar las piezas que definen las complejas interacciones entre el ovocito y

las células foliculares circundantes.

5.- Citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica ampliamente utilizada que aporta
informacién relacionada con parametros como el tamafio, granulosidad y contorno
celular asi como sobre diversas funciones bioldgicas relacionadas con la capacidad
enzimatica y la expresion de moléculas especificas en tipos celulares particulares. Se ha
aplicado al estudio de numerosos fendmenos asociados a procesos reproductivos; esta
técnica puede aplicarse al analisis de proteinas de membrana con el proposito de
identificar tipos celulares especificos en el contexto de una muestra mas heterogénea o
puede utilizarse para la cuantificacion de moléculas intracelulares en distintos tejidos

reproductivos bajo unas condiciones concretas (Garrido et al. 2002).
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5.1. Aplicaciones al estudio de células de la granulosa.

Aunque contamos con numerosos indicadores de los posibles resultados de un
tratamiento de reproduccidn asistida, todavia hay numerosos aspectos relacionados con
los mecanismos basicos de la fisiologia ovarica que resultan desconocidos. Como se ha
comentado anteriormente, las células de la granulosa operan como determinantes
criticos del destino ovocitario y dado el papel central de la FSH en la regulacion y
seleccion del foliculo dominante, cada vez estd mas claro que las interacciones entre el
ovocito y las células de la granulosa son obligatorias en este proceso de seleccion;
considerando la estrecha relacion entre ambos tipos celulares, el estatus de las células de
la granulosa funciona como imagen especular de la condicion ovocitaria (Suh et al.
2002).

La apoptosis esta relacionada con la atresia folicular en ciclos naturales y
estimulados (Palumbo and Yeh 1994). En la fase temprana de la apoptosis se observa
una alteracién en la organizacion de los fosfolipidos en la membrana plasmatica, lo que
deriva en la exposicion de fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la membrana; este
evento es importante ya que permite el reconocimiento de las células apoptoéticas por los
macrofagos. Por su parte, la apoptosis tardia supone la fragmentacion del DNA en
segmentos de bajo peso molecular como consecuencia de una permeabilizacion previa
de las membranas.

La determinacion del grado de apoptosis en las células de la granulosa puede
ayudar a predecir el potencial de desarrollo ovocitario en un ciclo de fecundacién in
vitro. En mamiferos, la mayor parte de la atresia folicular se observa entre el final de la
etapa pre-antral y el inicio de la fase antral, cuando el crecimiento folicular es
dependiente de gonadotropinas. Los primeros signos de atresia apuntan hacia la
degeneracion de las células parietales de la granulosa, que pierden su actividad
aromatasa y sufren apoptosis; posteriormente, las celulas de la teca se hipertrofian y
disminuyen su produccion de androsterona, mientras que el ovocito y las células del
cumulo so6lo se ven afectadas en los estadios mas avanzados de la degeneracion
folicular.

El estudio de la tasa de apoptosis asociado a las células de la granulosa pretende
identificar marcadores no morfoldgicos de calidad ovocitaria. La baja tasa apoptdtica
de las células del cimulo es consecuencia de su estrecho contacto con el ovocito y de su
exposicion a factores secretados por el mismo (Hussein et al. 2005), cuya actividad se
ve reforzada en presencia de la FSH. Mantener la funcion fisiologica de las células del
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cumulo durante més tiempo implica favorecer la maduracion nuclear y citoplasmica del
ovocito hasta la ovulacion, y recuperar gametos con mejores cualidades capaces de
sostener la fecundacion y las primeras etapas del desarrollo embrionario. Un bajo indice
apoptotico de las células del cumulo es indicativo de una buena calidad ovocitaria
(Bosco et al. 2005).

Teniendo en cuenta los diferentes efectos inductores (andrégenos, GnRH vy
analogos de la GnRH) e inhibidores (estradiol, FSH, LH y hCG) sobre la apoptosis, no
es sorprendente pensar que los protocolos de estimulacién puedan aumentar la tasa de
apoptosis en células del cimulo en comparacion con los ciclos naturales (Kaneko et al.
2000). La valoracion de la muerte celular en la granulosa revela que los mecanismos de
inhibicion hipofisaria desencadenados por los analogos de la GnRH no afectan a la
supervivencia celular (Giampietro et al. 2006, Hassun Filho et al. 2008); sin embargo,
cuando se examina la apoptosis en células parietales de la granulosa se observa que ésta
es mas comun en tratamientos con agonistas de la GnRH en comparacion con ciclos
naturales o espontaneos (Thomas and Vanderhyden 2006) y que las células de la
granulosa expuestas a agonistas de la GnRH son mas susceptibles de sufrir apoptosis
que las expuestas a antagonistas (Nakahara et al. 1997). Por Gltimo, se publican una
serie de trabajos que ponen de relevancia el efecto protector tanto de la FSH (Hussein et
al. 2005) como de la LH (Ruvolo et al. 2007) a la hora de preservar a las células del

cumulo de los fendmenos apoptdticos.
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El micro-ambiente folicular es critico para la maduracion ovocitaria. En este
contexto, destacan el propio liquido folicular y las células del cimulo caracterizadas por
mantener una estrecha relacion funcional con el ovocito, ser esenciales para la
maduracion ovocitaria y responder directamente a las sefiales procedentes del mismo,
por lo que podrian considerarse como células que reflejan la calidad del ovocito al que
acompafian. El patrén de expresion génica de las células del cumulo y las
determinaciones hormonales y de factores ovocitarios en liquido folicular son
indicativas de la calidad ovocitaria, por lo que su determinacion puede contribuir de
forma muy valiosa a la optimizacion de los protocolos de estimulacién, y en

consecuencia, a la mejora de los criterios de seleccion ovocitarios y embrionarios.

Con estas premisas, los objetivos del estudio son:

1.- cuantificar los niveles de expresion de las proteinas GDF-9 y BMP-15 en
funcion del tipo de gonadotropina empleada (FSH recombinante, FSH urinaria o hMG)
utilizando técnicas de inmunoensayo.

2.-cuantificar niveles hormonales (FSH, estradiol, testosterona vy
progesterona) en liquido folicular dependiendo del tipo de gonadotropina empleada
(FSH recombinante, FSH urinaria 0 hMG).

3.- determinar el porcentaje de apoptosis y necrosis en células de la
granulosa en funcion del tipo de gonadotropina utilizado en una estimulacion ovérica
(FSH recombinante, FSH urinaria 0 hMG) a partir de técnicas de citometria de flujo.

4.- establecer las diferencias en los patrones de expresion génica en células
del cimulo en funcién del tipo de gonadotropina empleado en un protocolo de
estimulacién ovarica (FSH recombinante, FSH urinaria 0 hMG) mediante tecnologia de
microarrays.

5.- a través de plataformas de microarrays, identificacion de marcadores
génicos expresados diferencialmente en células del cumulo asociados a la calidad
ovocitaria, dependiendo del tipo de gonadotropina aplicado en un protocolo de
estimulacion (FSH recombinante, FSH urinaria 0 hMG)

6.- ofrecer una nueva estrategia de trabajo cuantitativa y no invasiva que

mejore los criterios de seleccion ovocitaria y embrionaria.
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1.- Donacién de ovocitos

1.1.- Seleccién de las donantes

Se realizd un estudio prospectivo y aleatorio en el que participaron 90 mujeres
incluidas en nuestro programa de donacion de ovocitos. Con respecto al propio proceso
de donacion, hay que tener en cuenta que segun la legislacion vigente en Espafa (Ley
14/2006 de 26 Mayo):

-la donacion debe ser andnima y no tener caracter lucrativo y/o comercial

-la edad de las donantes debe estar entre 18-35 afios

-las donantes deben gozar de buen estado psicofisico y carecer de antecedentes
personales o familiares de enfermedades hereditarias (vasculopatias, ceguera, artritis
grave, diabetes juvenil), esquizofrenia, depresion, epilepsia, enfermedad de Alzheimer,
alcoholismo, etc.

- las donantes deben presentar serologias negativas para sifilis, toxoplasma,
rubéola, gonorrea, Chlamydia, hepatitis B, hepatitis C y VIH determinado previamente
al inicio de la estimulacion.

- ademas, el IVI ha introducido una serie de requisitos adicionales gue incluyen
la confirmacion de un cariotipo normal (46, XX).

- asimismo, debe garantizarse en la medida de lo posible, la maxima similitud
fenotipica e inmunoldgica (grupo sanguineo y Rh) de la donante con la pareja receptora
y su entorno familiar.

Todas las donantes mostraron ciclos menstruales de 27-28 dias de duracion, un
indice de masa corporal (IMC) entre 18-28 Kg/m?, ausencia de tratamiento endocrino
incluyendo la administracion de gonadotropinas y/o algun tipo de anticonceptivo oral en
los 3 meses previos al estudio, Utero y ovarios ecograficamente normales y un recuento
de foliculos antrales igual o superior a 6 foliculos por ovario en estado basal.

La asignacion de pacientes a cada tratamiento de estudio se realizd en base a un
disefio experimental que comprende un muestreo de oportunidad consecutiva; las
donantes que visitaron el centro se incluyeron de forma consecutiva en cada uno de los
protocolos de estudio hasta que se complet6 el nimero de pacientes asignados a cada
uno de ellos. La distribucion se realizo durante la visita de control que coincidia con el

inicio de la regla, antes de comenzar la estimulacion ovarica.
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1.2. Consentimiento informado
Las donantes de ovocitos firmaron un consentimiento informado que les fue
entregado por el centro, y en el que figuraba una descripcion del procedimiento al que

se van a someter junto a los posibles efectos secundarios derivados del mismo.

2.- Protocolo de estimulacién.

En este estudio se aplico un protocolo corto con antagonistas en dosis multiple y
pauta fija de inicio de la administracion; previamente, las donantes habian recibido un
tratamiento con anticonceptivos (Microgynon30, Bayer Hispania, Espafia) desde el dia
1-2 de regla del ciclo anterior y durante 12-16 dias, transcurriendo un periodo de 5 dias
desde el ultimo dia del tratamiento con anticonceptivo hasta el inicio del protocolo de
estimulacion.

En el dia 5 post-pildora se inicid la estimulacién con gonadotropinas a una dosis
inicial que varié entre 150-300 Ul de FSH recombinante (Gonal-F®, Merck-Serono,
Espafia), FSH urinaria (Fostipur®, Angelini, Espafia) 0 hMG (HMG-Lepori®, Angelini,
Espafia), dependiendo de la edad, el indice de masa corporal, la respuesta obtenida en
ciclos previos y el nimero de foliculos antrales; el antagonista se introdujo en dia 6 de
estimulacion a dosis de 0.25 mg/dia (Cetrotide®, Merck-Serono, Espafia).

Cuando se observo una respuesta folicular adecuada (3 6 mas foliculos de 18
mm de didmetro medio) se desencadend la ovulacion con hCG (Ovitrelle®, 250 ug;
Merck-Serono, Espafia).

En cada protocolo de estimulacion se incluyeron un total de 30 donantes.
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Figura 6. Protocolo de estimulacion

3.- Puncion ovarica y recuperacion de ovocitos

Se realizd puncion folicular guiada por ecografia vaginal entre 35-36 horas
después de haber administrado el agente desencadenante de la ovulacion,
anticipandonos al proceso ovulatorio. Se empled anestesia general, consistente en una
sedacion, para la que se uso:

-propofol (2-3 mg/kg), a una velocidad de 3-4 ml/minuto, repitiendo
bolos de 20-50 mg dependiendo del tiempo de la puncion.

- atropina 0,5 mg.

- fentanilo 0,75 mg como analgésico intravenoso.

- analgésicos por via intravenosa una vez que se ha finalizado la puncién.

Tras lavado vaginal con suero fisiologico y utilizando una aguja de puncion
ovarica de 18G (Kitazato Medical, Japdn) se puncionaron uno a uno los foliculos y se
recogid el liquido folicular en tubos (Falcon 2057, Becton Dickinson, Reino Unido) con
un sistema de vacio a 140 mm Hg.

El contenido del foliculo aspirado se transporté rapidamente al laboratorio
contiguo al quirofano para comprobar la presencia del complejo cumulo-ovocito en el
liquido recuperado. Los complejos recuperados se lavaron en Global for Fertilization
(Global, Canada) y se cultivaron individualmente en gotas de 70 ul de Global for
Fertilization (Global, Canada) a 6,5% de CO, y 37,0 °C durante un minimo de 3 horas.
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4.- Aislamiento y obtencion de las células del camulo/granulosa.

Durante la aspiracion folicular, los complejos cimulo-ovocito se separaron
inmediatamente del liquido folicular, se lavaron en medio de cultivo Global for
Fertilization (Global, Canada) y se transfirieron a medio de maduracion Global for
Fertilization (Global, Canada) donde permanecieron un minimo de 3 horas hasta el
momento de la fecundacion. Transcurrido este tiempo, las células del cumulo se
separaron fisicamente del ovocito mediante un proceso fundamentalmente mecanico,
después de una breve exposicion a una solucion que contiene 0.2 mUI de hialuronidasa
por mililitro de medio de cultivo.

Se recogieron muestras de las células del cimulo de foliculos derivados de cada
uno de los tratamientos de estudio. Los concentrados celulares se resuspendieron en 2
ml de Global for Fertilization (Global, Canada), se depositaron en gradientes de Percoll
al 45% (Pharmacia, Reino Unido) y se centrifugaron durante 20 minutos a 4°C y a 4009
para separar a las células del cimulo/granulosa de los eritrocitos. Posteriormente, se
recuperaron las células de interés de la interfase, se lavaron en Global for Fertilization
(Global, Canadd) y se centrifugaron a 600g durante 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y todas las muestras se almacenaron en un volumen minimo de medio de
cultivo Global for Fertilization (Global, Canada) a -80°C hasta el momento del analisis.

Previamente al aislamiento de las células del cimulo, los complejos cimulo-
ovocito se valoraron individualmente siguiendo el protocolo original propuesto por
Veeck (Veeck 1988) donde las capas de células del cimulo y de la corona se clasifican
de acuerdo al grado de expansién y al espacio delimitado entre células individuales. En
cuanto al grado de maduracion ovocitaria, se evaludé inmediatamente después de la
decumulacion; los ovocitos individuales se clasificaron como ovocitos inmaduros en
vesicula germinal (VG), ovocitos inmaduros o metafase |1 (MI) y ovocitos maduros que

han extruido el primer corpusculo polar o metafase Il (MII).

5.- Cuantificacion de GDF-9 y BMP-15 en liquido folicular.

El liquido folicular puede considerarse el resultado de la suma de elementos
transferidos desde el plasma sanguineo més los productos derivados de la actividad
secretora del ovocito, células de la granulosa y células de la teca. Se aspird el liquido

folicular del total de foliculos registrados en cada donante en el momento de la puncién
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ovocitaria en tubos de 10 ml; la aguja se extrajo y se vacio por completo antes de cada
puncion y no se utilizé medio de cultivo en los tubos recuperados. Tras el aislamiento
del complejo cumulo-ovocito, el liquido folicular se centrifugd a 200g durante 5
minutos, se aspiro el sobrenadante, se dividio en alicuotas y se congeld a -80°C hasta el

analisis posterior de determinacion de proteinas.

5.1.- Determinacion de GDF-9.

GDF-9 se cuantificé usando el kit comercial Quantikine® (R&D Systems,
USA), basado en una técnica ELISA vy siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
prepararon todas las diluciones de los estandares de calibracién antes de comenzar el
ensayo; todos los pocillos se hicieron por duplicado. La determinacion se llevo a cabo
en IVI Madrid (Madrid, Espafia).

Brevemente, el kit proporciona una microplaca con 96 pocillos recubiertos de un
anticuerpo de captura especifico para GDF-9. Tras la incubacion de las muestras
experimentales, GDF-9 es capturado por el anticuerpo correspondiente; para completar
el ELISA, se afiade un anticuerpo de deteccion conjugado con HRP (peroxidasa de
rabano) que se une a un epitopo diferente de la proteina diana. Por ultimo, se incorpora
una solucion de sustrato que genera una sefial colorimétrica proporcional a la cantidad
de GDF-9 unido. Para determinar la cantidad de GDF-9 presente en nuestras muestras
de estudio se construye una curva de calibracién trazando la media de absorbancia a
450 nm obtenida para cada una de las diluciones estandar.

La sensibilidad del ensayo esta fijada en 0.0-4.4 pg/ml, siendo la dosis minima
detectable de 2.0 pg/ml. En cuanto a la especificidad, Quantikine® reconoce GDF-9
humana tanto natural como recombinante, no observandose ningln tipo de reactividad

cruzada.
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Figura 7. Esquema de un procedimiento de ELISA para la deteccion de GDF-9

5.2.- Determinaciéon de BMP-15.

Primero, determinamos la concentracién total de proteina en cada tratamiento
mediante la técnica de Bradford la cual se basa en la medicion de la extincion
provocada por el cambio en el espectro visible de un colorante (Coomasie Blue G-250)
cuando éste se une a las proteinas (absorbiendo asi a 595 nm). Esta union se realizé a
través de grupos ionizados y se comprobo la proporcionalidad con la concentracion de
proteinas contenidas en la muestra. Se realizd una curva patron con una muestra con
BSA a una concentracion inicial de 2 mg/ml y se midio la absorbancia a 595 nm en una
placa de 96 pocillos. Al mismo tiempo, se registré también la absorbancia de las
muestras de liquido folicular; como la concentracion proteica era muy alta, se diluyeron
todas las muestras 1/50. Una vez medida la absorbancia de todas las muestras y con los
valores derivados de la construccion de la recta patron, se calculd la concentracion de
proteinas de cada una de las muestras de liquido folicular procedentes de los tres
tratamientos de estudio.

Posteriormente, mediante una técnica de “Western blot” se identifico la
presencia de BMP-15 en las distintas muestras; las proteinas primero fueron separadas

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente se transfirieron a
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una membrana mediante la aplicacion de un campo eléctrico perpendicular al gel. Se
cargan 15ug de proteina en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% de
poliacrilamida en condiciones no reductoras. Las proteinas separadas se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa aplicando una corriente de 290 mili-amperios durante
una hora. Las “manchas” proteicas correspondientes a uniones inespecificas se bloquean
con incubacion durante 1 hora a 4°C en una solucion PBS-tween suplementada con 5%
(w/v) de leche en polvo desnatada.

A continuacioén, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario anti-
BMP-15 (sc 28911, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido 1:500 en
PBS-tween suplementado con leche en polvo al 5% a 4°C, en agitacién y durante toda la
noche. Transcurrido este periodo, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 minutos
en PBS-Tween y se procedié a la hibridacion con el anticuerpo secundario diluido
1:2000 en PBS-tween durante una hora y a temperatura ambiente. Finalmente, la
membrana se lavé 3 veces con PBS-tween.

Las densidades relativas de las bandas correspondientes a la forma madura de
BMP-15 se cuantificaron con el equipo LAS3000 Fujifilm (Fujifilm Espafia).
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Figura 8. Técnica de "western blotting" para la deteccion y cuantificacion de BMP-15
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6.- Determinaciones hormonales en liquido folicular.

Se determinaron las concentraciones de FSH, E2, P4 y T en liquido folicular.
Especificamente, los niveles de FSH, E2 y P4 se cuantificaron en 1Vl Madrid, mientras
que los registros de T se analizaron en el Centro de Analisis Sanitarios (Madrid,
Esparia).

Las determinaciones hormonales de FSH, E2 y P4 se realizaron a partir del
liquido folicular obtenido el dia de la puncion. Las muestras se analizaron mediante
quimioluminiscencia con el analizador automético Architect (Abbott Diagnostic,
Espafia). La determinacion de FSH se efectud con el Architect FSH assay, el cual se
caracteriza por una sensibilidad de 0.05 mUI/ml, una especificidad del 99.9% y una
interferencia potencial inferior al 10%,; las concentraciones de E2 se cuantificaron con el
Arquitect Estradiol Assay, caracterizado por una sensibilidad funcional de 25 pg/ml,
una especificidad del 100% y una interferencia potencial inferior al 7%; por ultimo, los
niveles de P4 se determinaron con el ensayo Architect Progesterone Assay, con una
sensibilidad de 0.1 ng/ml, una especificidad del 99% y una interferencia potencial
inferior al 10%.

En el caso de la T, las muestras se analizaron con el equipo Advia Centauro
(Siemens Espafa), también basado en un sistema de quimioluminiscencia. Se aplico el
ADVIA Centaur® Testosterone Assay para la determinacion de testosterona en liquido

folicular, con una sensibilidad de 10 ng/dL y una especificidad del 100%.

7.- Citometria de flujo

La determinacién del porcentaje de células apoptéticas y necroticas en cimulo
ovocitario en funcion del tipo de gonadotropina empleado en la estimulacion ovérica se
realizé en VI Madrid, utilizando un FACScan (Becton Dickinson, USA).

En todos los casos se analizaron al menos 10000 células seleccionadas del total
de la poblacion de células viables que aparecen en los histogramas de
tamario/complejidad (FSC/granulosidad). Para definir la intensidad de fluorescencia
basal (control negativo de marcaje) se analizaron muestras incubadas en las mismas
condiciones pero en ausencia de fluorocromo; el porcentaje de células positivas
(intensidad de fluorescencia mayor que el control negativo) se representé como el

porcentaje celular con una fluorescencia mayor que el control negativo.
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7.1.- Anexina V/yoduro de propidio (PI).

Esta técnica estd basada en la relocalizacion de la fosfatidilserina (PS) desde la
cara citoplasmica de la membrana hacia la region externa de la misma, permitiendo
distinguir entre células apoptoticas, células no apoptoticas y celulas necréticas. La
permeabilizacién de la membrana permite la entrada de otros materiales al interior
celular, como es el caso del PI, un agente fluorescente de union al DNA. Mediante el
protocolo Annexin V-FITC (Miltenyi Biotech, USA) que aplica una metodologia de
marcaje doble, y siguiendo las instrucciones del fabricante, se distinguieron las
siguientes poblaciones celulares:

- células no apoptoticas: anexina V negativa/ Pl negativa
- células apoptoticas tempranas: anexina V positiva/ Pl negativa

- células necrdticas: anexina V positiva/ Pl positiva

Células necréticas

Pl

Células viables——¥. Células apoptoticas

Figura 9. Representacion gréafica de una citometria de flujo

Brevemente, después de dos lavados celulares se afiadieron 3 pg/ml de anexina-
FITC y 400 ng/ml de PI a la suspension celular (10° células/500 pl) y se incubé la
muestra durante 15 minutos en la oscuridad. Las células del cimulo se analizaron
durante una hora después del periodo de incubacidn en el citémetro de flujo (FACScan,
Becton-Dickinson, NJ, USA) usando un laser de argon a 15mW que emite luz a 488
nm. Se fijaron los siguientes parametros: 475 V en ambos foto-multiplicadores para el
fluorocromo 1 (FITC) y para el fluorocromo 2 (PI). Los datos se analizaron con el
software CellQuest (Becton-Dickinson, NJ, USA). Se analizaron un minimo de 10000

células en cada tratamiento.
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7.2. Fragmentacion DNA (TUNEL).

Para determinar la tasa de apoptosis tardia, nos basamos en el estudio de la
fragmentacion internucleosomal del DNA la cual estd considerada como un marcador
importante de la apoptosis, ya que durante este fendmeno las nucleasas activas degradan
la estructura de la cromatina en fragmentos de 50-300 kilobases y en consecuencia, en
pequefios segmentos de DNA de aproximadamente 200 pares de bases de longitud.
Siguiendo el protocolo “In situ cell detection kit, Fluorescein” (Roche Diagnostics,
Manheim, Alemania) que emplea enzimas transferasas terminales para catalizar la
adicion independiente de nucleoétidos unidos a fluoresceina (fluoresceina-dUTPs) a los
extremos 3’-OH libres de fragmentos de DNA de cadena sencilla o doble, se obtuvieron
fragmentos de DNA marcados capaces de ser identificados directamente con citometria
de flujo.

La fijacion y permeabilizacién celular son los pasos iniciales criticos que
conducen al marcaje eficaz de las roturas en las cadenas de DNA. Después de ajustar la
concentracion celular a un valor de 2x10’, fijamos las células en paraformaldehido 4%
(v/v) durante 60 minutos a una temperatura entre 15°C y 25°C, lavamos intensivamente
con PBS, permeabilizamos durante 2 minutos con Triton X-100 al 0,1% y se realiz6 un
nuevo lavado con PBS. Como hemos comentado anteriormente, el analisis de la
fragmentacion del DNA se valoré mediante el kit “In Situ Cell Detection, Fluorescein”
(Roche Diagnostics, Manheim, Alemania); la fluorescencia se evalué en el mismo

dispositivo y en las mismas condiciones establecidas previamente.

8.- Andlisis de microarrays.

Los andlisis de microarrays se llevaron a cabo en la Fundacion VI (Valencia,

Espana).

8.1. Extraccion del RNA.

El RNA total de las células del cimulo se extrajo mediante el método del Trizol
(Trizol® Reagent, Inc., Gaithersburg, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se trata de un método que permite la obtencion de un RNA de alta calidad a partir de

pequefias cantidades de material inicial.
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Brevemente, las células se lisaron y homogeneizaron en 1 ml de reactivo por
cada 5-10x10° de células. Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente para permitir una disociacion completa de los
complejos nucleoproteicos; posteriormente, se afiadieron 0.2 ml de cloroformo por cada
mililitro de Trizol® y se incubaron nuevamente las muestras durante 2-3 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado el periodo de incubacion, se centrifug6 a 120009
durante 15 minutos (4°C); tras la centrifugacion, se observaron varias interfases: una
fase inferior de color rojo, una fase de fenol-cloroformo, una interfase y una fase
superior acuosa e incolora, que es que la que contiene de forma exclusiva el RNA.

La fase acuosa se precipitd con un volumen igual de propanol, se mantuvo en
hielo y posteriormente se centrifugé a 12000g durante 30 minutos a una temperatura de
4°C; el pellet se lavd con etanol al 75% y con agua tratada con DEPC.

La integridad de las muestras de RNA se analizé con el dispositivo Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Espafia); posteriormente, se cuantifico el RNA con
el 6000 Nano LabChip (Agilent Technologies, Espafia).

8.2.- Procesamiento de los arrays.

El RNA total extraido de las células del camulo se procesd siguiendo las
instrucciones de la plataforma “Whole Human Genome Microarray 4x44K” que
incluye mas de 44000 sondas de DNA (Agilent Technologies, Espafia). Los protocolos
para la preparacion y posterior hibridacion de las muestras se adaptaron del manual
técnico (Agilent Technologies, Espafia).

Brevemente, la primera hebra de DNA complementario se transcribi6 a partir de
1 mg de RNA total usando T7-Oligo(dT) Promotor Primer. Las muestras son transcritas
in vitro y se marcan con Cy-3 y Cy-5 siguiendo las instrucciones del kit “Quick-AMP-
labelling” (Agilent Technologies, Espafia). La sintesis de RNA complementario rinde
normalmente una cantidad de 10-15 pg. Tras una ronda de lavado (Qiagen, Espafia), el
RNA complementario se fragmento en segmentos de 35-200 pares de bases (pb), hecho
que se confirma posteriormente con la tecnologia 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Espafia); las muestras fragmentadas de RNA complementario (1.65 pg)
se hibridaron en las correspondientes plataformas “Whole Human Genome Microarray
4x44K” (Agilent Technologies, Espafa) durante 17 horas a 65°C en rotacion constante.

Una vez finalizado el periodo de hibridacion, los microarrays se lavaron en dos pasos
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consecutivos con 1 ml de tampén de lavado (Agilent Technologies, Espafia). Los
microarrays hibridados se escanearon con el dispositivo Axon 4100A (Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) y los datos se extrajeron con el software informético
GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Estos paquetes informaticos
permiten detectar si la transcripcion de un gen en particular esta presente o ausente y
cuantificar sobre la sefial registrada de cada sonda si existen diferencias significativas en

los patrones de expresion entre las distintas condiciones de estudio.
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Figura 10. Esquema de un experimento con microarrays

8.3.- Analisis de los datos derivados de las plataformas de microarrays.

Uno de los fundamentos de los analisis de expresion génica es comparar la
expresion de un conjunto de genes de una célula que se mantiene en condiciones
particulares con el mismo conjunto de genes derivados de una célula de referencia en
condiciones normales. En el caso que nos ocupa, se establecieron las siguientes
comparativas entre los distintos tratamientos de estudio:

- FSH recombinante vs FSH urinaria; el tratamiento con FSH recombinante

ejerce de control.
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- FSH urinaria vs hMG; en este caso, las muestras derivadas de hMG se
establecen como tratamiento control.

- FSH recombinante vs hMG; al igual que en el caso anterior, las muestras
procedentes de tratamientos con hMG actian como control.

Para que los valores de expresion génica de los microarrays sean comparables
entre si, es necesario eliminar el efecto de los errores sistematicos acumulados durante
el experimento. El pre-procesamiento de los datos que permita ajustar los niveles de
expresion entre las plataformas incluye tres pasos basicos: una correccion del
background que minimiza los efectos de la hibridacion no especifica sobre la sefal
derivada de cada sonda; un tratamiento de normalizacion que recoge la informacion de
las sondas de cada plataforma y las ajusta a un valor comparable, de manera que si
alguna estd sobre/infraexpresada con respecto al total, regula su valor de expresion
génica; y por ultimo, un proceso de resumen que proporciona para cada sonda un valor
cuantitativo que representa el nivel relativo de expresion correspondiente a su
transcripcion genética.

Para el analisis de las imagenes derivadas de los microarrays y el calculo de las
medidas de intensidad de las distintas sefiales se utilizo el software GenePix Pro 6.0.
Las medianas de la intensidad de la sefial sin eliminar el “background” se transformaron
a una escala logaritmica (log,). Antes de la normalizacion de los cuartiles, los datos se
representaron en un diagrama de cajas para conocer su distribucion y extraer los datos
considerados como errdneos de los microarrays; los datos son filtrados con el proposito
de borrar las secuencias desconocidas y/o las sondas que carecen de una descripcion
génica. Con este objetivo y para analisis posteriores se trabaja con un paquete
estadistico de lenguaje R.

Los perfiles de expresién génica se determinaron comparando los tratamientos
experimentales con el grupo control (comparaciones dos a dos) mediante test
paramétricos (Significance Analysis of Microarrays, SAM) y test no-paramétricos
(Rank Product). Se establecieron dos criterios para definir a los genes diferencialmente
expresados (GDE):

1.- cambios absolutos en la ratio de expresion (fold-change FC) de dos o més
unidades.

2. — valor corregido de p<0.05.
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8.4.- Analisis de “clustering”.

El poder real de un anélisis de microarrays no procede del analisis de experimentos
individuales sino del estudio de mudltiples hibridaciones para identificar patrones
comunes de expresion génica. En funcion de nuestro conocimiento de las rutas
celulares, los genes que estan contenidos en una ruta particular o que responden de igual
manera a los cambios en el entorno, deben estar co-regulados y por tanto mostrar
patrones similares de expresion.

Uno de los objetivos de este trabajo es identificar patrones de expresion génica
entre los distintos grupos de tratamiento con el propdsito de agrupar las muestras con
perfiles similares de expresion y poder hacer inferencias bioldgicas significativas acerca
de cada una de las muestras analizadas. Para ello, nos basamos en los métodos de
“clustering” que ayudan a clasificar los datos en grupos de genes/muestras con perfiles
similares de expresion génica. El “clustering” jerarquico tiene la ventaja de ser un
método sencillo y facilmente perceptible; en nuestro caso, aplicamos un método de
jerarquizacion aglomerativo en el que los perfiles individuales de expresién génica se
unieron para formar grupos, y asi sucesivamente, hasta que se completo la formacion de
un unico arbol jerarquico.

Hay que tener en cuenta que para comparar perfiles de expresion génica, se
necesita una medida/parametro (distancia) que cuantifiqgue cdmo de similares/diferentes
son los patrones que se estan considerando. Los datos se normalizaron por Z-score y se
obtuvo un “clustering” jerarquico con el programa informéatico MeV4.2; se eligio la
distancia Euclidea como medida de similaridad ya que se trata de la medida mas comun
de determinacion de distancias métricas.

Como se ha comentado previamente, uno de los objetivos fundamentales de los
analisis de microarrays es identificar patrones de expresion génica; sin embargo, hay
que contar con la posibilidad de que algunos de los datos obtenidos contengan
informacion redundante. Las técnicas de PCA (principal component analysis) son
técnicas matematicas que explotan factores que extraen patrones de expresion de los
datos al mismo tiempo que reducen la n-dimensionalidad de los mismos sin una pérdida
significativa de la informacion; es decir, revelan la estructura interna de los datos de una
manera que explica de la mejor forma posible la varianza entre ellos y aportan una
“proyeccion” de conjuntos complejos de datos en un espacio reducido y facilmente
visible. Partiendo de una nube de puntos en un espacio tridimensional, es posible rotar

los ejes de manera que se visualicen los datos desde diferentes perspectivas (programa
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informéatico MeV 4.2.02); ademas, algunas rotaciones permiten la separacion de los
datos en grupos mejor que otras. Los andlisis de PCA encuentran y aportan la
representacion grafica que establece una mejor separacion de los datos.

8.5.-Analisis de enriquecimiento funcional.

Normalmente, los analisis de microarrays aportan largas listas de genes cuya
interpretacion requiere metodos sistematicos de aproximacion. El genoma de un
organismo incluye una amplia cantidad de genes y elementos de regulacion. Todos los
genes y sus productos génicos interactian como parte de una red compleja que define la
biologia del organismo a nivel molecular, por lo que se precisa de un modelo
estructurado y formal de la funcién bioldgica para comprender estas interacciones. Las
relaciones ontoldgicas aportan el conocimiento estructural mediante los términos GO
(Go Ontology).

Los términos GO se diseflaron como wuna representacion formal del
conocimiento bioldgico, ya que relacionan genes con sus productos génicos (Ashburner
et al. 2000); incluyen diferentes dominios de conocimiento que abarcan funciones
moleculares (MF), procesos bioldgicos (BP), componentes celulares (CC) y rutas
metabolicas (KEGG). Estos términos describen las funciones bioldgicas de un producto
génico individual: sus funciones moleculares, los procesos bioldgicos cuyas funciones
ayudan a cumplir y en qué estructuras celulares se llevan a cabo. Los términos GO
asociados a largas listas de genes aportaran importantes y nuevos puntos de vista que
nos permitiran conocer los procesos bioldgicos subyacentes a los perfiles de expresion
génica.

En este estudio, se trabajé con la base de datos DAVID Bioinfomatics
Resources, la cual nos permitio dividir las listas de genes en grupos funcionales.
DAVID es un paquete informatico basado en un analisis de enriquecimiento modular
capaz de organizar y condensar un amplio rango de anotaciones heterogéneas en clases
génicas. EIl enriquecimiento se valord cuantitativamente mediante el test exacto de
Fisher entre el numero de anotaciones GO en todos los genes del microarray y los
términos GO en la lista génica seleccionada, fijandose la significacion estadistica en un

p-valor enriquecido inferior a 0,05.
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9.- Andlisis estadistico

El célculo del tamafio muestral se basé en la comparacion de tres proporciones,
asumiendo una media de porcentaje de ovocitos maduros de 79.8% en el total de los
tratamientos de estudio. Este andlisis, basado en un nivel de significacion de 0=0.05 y
un poder del 80%, reveld que se necesitan al menos 30 ciclos por cada uno de los
protocolos a evaluar. Este estudié se disefi0 para establecer una hipotesis de no-
inferioridad entre tratamientos con FSH recombinante, FSH urinaria y hMG en términos
de porcentaje de ovocitos maduros. La hipdtesis de no-inferioridad se realizé en base a
nuestros propios datos y en aquellas diferencias que fueron consideradas clinicamente
relevantes.

Posteriormente, se comprobd la hipotesis de normalidad necesaria para asumir la
fiabilidad del analisis de resultados. Para probar que la muestra analizada ha sido
extraida de una poblacién con distribucion de probabilidad normal se aplico el test de
Kolmogorov-Smirnov al analisis de los datos derivados de la tasa de apoptosis, factores
ovocitarios y determinaciones hormonales en funcidn de cada uno de los tratamientos de
estudio. Para los datos que cumplieron con las condiciones de distribucion normal, se
aplico un test de naturaleza paramétrica (ANOVA) mientras que para los parametros
que no se ajustaron a una distribucién de probabilidad normal se empleo una prueba de
caracter no-paramétrico (test de Kruskal-Wallis). En ambos casos se fijé el valor limite
para considerar la prueba significativa en p<0.05. El analisis estadistico se realizd
mediante el programa Statistical Package for the Social Sciences 17,0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL).
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FSHr (n=29) FSHu (n=25)  hMG (n=23)
1.- Caracteristicas de las donantes. Resultados clinicos.

Se seleccionaron 120 donantes del programa de donacion de ovocitos, de las que
90 se distribuyeron entre los tres grupos de estudio a razon de 30 donantes por
tratamiento (Tabla 1).

No se observaron diferencias significativas en los resultados clinicos en cada
uno de los grupos de estudio, a excepcion de los datos derivados del indice de masa
corporal (IMC) (Tabla 2).

Elegidas para su valoracion (n=103)

Excluidas (n=13)

v

A

Aleatorizadas (n=90)
| ,, l
FSH recombinante FSH urinaria hMG
-designadas para el tratamiento -designadas para el tratamiento -designadas para el tratamiento (n=30)
(n=30) (n=30) - recibieron tratamiento (n=23)

- recibieron tratamiento (n=29) - recibieron tratamiento (n=25) - no recibieron tratamiento (n=7)
- no recibieron tratamiento (n=1) - no recibieron tratamiento (n=5)

A A 4 A 4

n=1. No complet6 tratamiento n=2. No completaron tratamiento n=4. No complet6 tratamiento
n=3. Baja respuesta n=3. Baja respuesta
Y Y A 4
Analizadas (n=29) Analizadas (n=25) Analizadas (n=23)

Tabla 1. Diagrama de flujo de donantes




Edad (afios) 27,725 26,2+1,0 26,0+2,5 0,356
IMC(Kg/m?) 20,6+0,9 22,9+0,9 21,5+1,3 0,005

N° ovocitos obtenidos 11,0£1,8 13,4+1,3 12,742,0 0,103
Ne MII 9,6+1,8 10,8+1,1 9,7+2,0 0,384

Dosis FSH (Ul) 15371194 1795+141 1836+233 0,083
Dias tratamiento 10,3+0,6 10,3+0,5 10,0+0,7 0,705

Tabla 2.- Caracteristicas demograficas y clinicas

2.- Determinacion de GDF-9 y BMP-15 en liquido folicular dependiendo del tipo de

gonadotropina.

2.1. Determinacion de GDF-9.

No se observaron diferencias significativas en las cantidades de GDF-9
secretadas a liquido folicular en funcion de si los ciclos han sido estimulados con FSHu
(0,4£0,2 ng/ml, n=25), FSHr (0,1+0,09 ng/ml, n=29) o hMG (0,3+0,2 ng/ml, n=23),

p=0,290.
0,6
0,5
0,4
€
= 0,3 -
[ =
0,2 -
0,1 - | [ |
0 -
FSHu FSHr hMG
GDF-9 04 0,1 0,3

Figura 11. Concentracion de GDF-9 en funcion del tipo de gonadotropina
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2.2. Determinacion de BMP-15.

Se analizaron n=8 muestras de liquido folicular por cada tratamiento de estudio.
No se registraron diferencias significativas en las concentraciones totales de proteina
dependiendo del tipo de gonadotropina aplicada; FSHu (0.626+0.13 pg/ul, n=8), FSHr
(0.671£0.07 pg/ul, n=8) y hMG (0.620+0.05 pg/ul, n=8), p=0,714.

BMP-15

1,000

0,800

0,600 -

ug/ul

0,400 -

0,200 -

0,000 -
FSHu FSHr hMG

BMP-15 0,626 0,671 0,620

Figura 12. Concentracidn total de BMP-15 en funcion del tipo de gonadotropina

Posteriormente, se realizé un “Western Blot” contra la propia BMP-15 con el
propdsito de identificar la proteina buscada en las distintas muestras de analisis. Se

cargan 15 g de proteina para identificar la forma madura e inmadura de BMP-15
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FSHu FSHr FSHr  FSHr
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Figura 13. Western-blot para la identificacion de BMP-15

Al revelar el “Western Blot” se observaron dos bandas en 45 kDa y 16/17 kDa
correspondientes a las formas inmadura y madura de BMP-15 respectivamente.
Simultaneamente, se pueden apreciar uniones de caracter inespecifico a la altura de 50
KDa, que posiblemente correspondan a la albumina. Los analisis densitométricos para
determinar las diferencias cuantitativas no revelaron variaciones significativas entre los

distintos tipos de tratamiento.
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3. Niveles hormonales en liquido folicular en funcién del tipo de gonadotropina.

3.1 FSH.

La determinacion de los niveles de FSH en liquido folicular el dia de la puncion
no reveld la presencia de diferencias significativas entre los ciclos estimulados con
FSHu (9,4+2,8 mUl/ml, n=25), hMG (8,3+0,9 mUl/ml, n=23) y FSHr (7,7+1,0 mUl/ml,
n=29), p=0,681.

FSH

12

10

Ul/ml
(<)}

FSHu FSHr hMG
FSH 9,4 7,7 83

Figura 14. Concentracion de FSH en funcion del tipo de gonadotropina

3.2. Estradiol.

Las concentraciones de estradiol en liquido folicular alcanzaron niveles
significativamente méas altos en los ciclos estimulados con hMG (733484+157184
ng/ml, n=23), respecto a los tratamientos con FSHr (430388+141221 ng/ml, n=29), y
FSHu (42843565989 ng/ml, n=25), p<0,001.
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Estradiol
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Figura 15. Concentracion de estradiol en funcion del tipo de gonadotropina (*, p<0.001)

3.3. Testosterona.

Los resultados obtenidos revelaron la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos tratados con hMG (0.07+£0,009 ng/ml, n=23) en
comparacion con los ciclos estimulados con FSHr (0.05+£0,009 ng/ml, n=29), y FSH
urinaria (0.04+0,004 ng/ml, n=25), p<0,001.

Testosterona
9
*
8
7
6
t 5
@
c 4 -
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FSHu FSHr hMG
Testosterona 4,2 5 7,1

Figura 16. Niveles de testosterona en funcion del tipo gonadotropina (*, p<0.001)




3.4. Progesterona.

66

En cuanto a las concentraciones de progesterona, no se obtuvieron diferencias
significativas entre los tres protocolos en estudio: FSHu (13802+1696 ng/ml, n=25);
hMG (12046+2669 ng/ml, n=23); y FSHr (10364+3215 ng/ml, n=29), p=0,2.
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Progesterona

15802
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Figura 17. Niveles de progesterona en funcion del tipo de gonadotropina

4.- Determinacion del porcentaje de apoptosis en células de la granulosa en funcién
del tipo de gonadotropina.

4.1. Apoptosis precoz.

El anélisis del porcentaje de células de la granulosa afectadas por las primeras

etapas de la apoptosis mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos de

estudio, obteniéndose los registros mas bajos en los tratamientos con FSHu (32,0+3,8%,
n=25) en relacién a los ciclos con FSHr (41,0+5,0%, n=29) y hMG (47,0+5,0%, n=23);

p=0,045.
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Figura 18. Porcentaje de actividad apoptdtica precoz en células de la granulosa (*, p=0.045)

4.2. Apoptosis tardia.

La determinacién de la actividad apoptotica tardia en células de la granulosa

mediante el anélisis del porcentaje de fragmentacion del DNA revel6 la existencia de

diferencias estadisticamente significativas entre los ciclos tratados con hMG

(24,04,8%, n=23), FSHu (6.8%3,2%, n=25) y FSHr (8.946,7%, n=29), p<0,001.
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Figura 19. Porcentaje de actividad apoptética tardia en células de la granulosa (*, p<0.001)



4.3.- Necrosis.

Por ultimo, no se obtuvieron variaciones relevantes en los valores de células de
la granulosa afectadas por la necrosis entre la FSHu (11,5+3,3%, n=25), la hMG
(8,0£2,8%, n=23) y la FSHr (6,0+3,0%, n=29), p=0,632, lo que sugiere que el tipo de
preparado gonadotropico carece de toxicidad celular. EI hecho de trabajar con una
muestra de tamafio limitado podria explicar la ausencia de diferencias significativas, a

pesar de las notables diferencias observadas, en el porcentaje de necrosis entre la FSHu

y la FSHr
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Necrosis

11,5

6,0

8,0

Figura 20. Porcentaje de necrosis en células de la granulosa
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5.- Andlisis de las diferencias en los patrones de expresion génica en células del
cumulo en funcion del tipo de gonadotropina

Se analizaron un total de n=17 muestras de células del cumulo que se
distribuyeron de la siguiente manera en funcion de los tres grupos de estudio: FSHr
(n=6), FSHu (n=5) y hMG (n=6).

5.1.- FSH urinaria vs hMG (hMG como control).
El nimero total de transcritos expresados cuando se comparan los perfiles de
expresion geénica entre ciclos estimulados con FSH urinaria y tratamientos con hMG

asciende a 681 transcritos, de los que 157 estan diferencialmente expresados (DE).

Transcritos globales Transcritos DE (FDR<5%; |[FC>2|

Para No-para Para No-para

Figura 21. Expresion global y de genes DE entre FSH urinariay hMG

DE.- diferencialmente expresados
FDR.- false discovery rate o valor corregido de p
FC.- fold-change



Tabla 3. Genes DE entre ciclos estimulados con hMG y FSH urinaria
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Simbolo Definicion ACCN FC pfp
MT3 metalotioneina NM_005954 7,70 0,0000
LEFTY2 factor 2 determinacion derecha-izquierda NM_003240 5,37 0,0000
HLA-DRB5 MHC-II, DR beta 5 NM_002125 4,54 0,0000
GAL galanina NM_015973 4,52 0,0000
E2F7 factor 7 transcripcion-E2F7 NM_203394 4,48 0,0000
C200rf103 cromosoma 20; marco lectura abierta 103 NM_012261 4,13 0,0000
HLA-DRB1 MHC-II, DR beta 1 NM_002124 3,86 0,0000
TNC tenascina C NM_002160 3,60 0,0000
DUOX2 dual oxidasa 2 NM_014080 3,48 0,0000
PRB4 proteina BstNI rica en prolina, subfamilia 4 NM_002723 3,45 0,0000
DPYSL4 dihidropirimidinasa-like 4 NM_006426 3,18 0,0000
HLA-DRB4 MHC-II, DR beta 4 NM_021983 3,18 0,0000
Clorfl65 cromosoma 1; marco lectura abierta 165 NM_024603 3,13 0,0000
LOC92196 proteina asociada a muerte LOC92196 NM_001017920 3,09 0,0000
PFKFB4 6-fosfofructo-2-kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa 4 NM_004567 2,99 0,0000
SLIT2 homdlogo 2 slit (Drosophila) NM_004787 2,93 0,0000
FAM77C familia con secuencia 77 de similaridad, miembro C NM_024522 2,84 0,0000
GCG glucagon NM_002054 2,75 0,0000
SERPINAS alfa-1 antiproteinasa, miembro 5 NM_000624 2,73 0,0000
CYP19A1 aromatasa NM_031226 2,70 0,0000
GSTA3 glutation-S-transferasa A3 NM_000847 2,67 0,0000
PNPLA3 dominio fosfolipasa patatin-like NM_025225 2,63 0,0000
HMGCS1 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 1 NM_002130 2,56 0,0000
IFITM1 proteina 1 transmembrana inducida por interferén NM_003641 2,56 0,0000
PCSK9 pro-proteina subtilisina convertasa/kexina tipo 9 NM_174936 2,55 0,0000
KIF26A familia kinesina, miembro 26A BC009415 2,54 0,0000
RYR2 receptor 2 rianodina NM_001035 2,52 0,0000
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PPFIA4
ACAT?2
TMEMA45A
HMGCR
ENO2
INSIG1
ADAMTS4
LOXL2
GRKS5
IDI1
ZNF185
CD83
LAMA4
VWF
WNT3A
C7
LRP8
DIRAS3
ITM2A
HK2
CDH11
PNCK
HLA-DRB3
MRO
ACTG2
FDPS
PLOD2
PDLIM3

protein tirosin fosfatasa, tipo receptor, polipéptido f
acetil-CoA acetiltransferasa 2
proteina transmembrana 45A
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa
enolasa 2
gen 1 inducido por insulina
metalopeptidasa ADAM con trombospondina tipol, motivo 4
lisil oxidasa-like 2

receptor kinasa 5 acoplado a proteina G

isopentenil-difosfato deta isomerasa 1

clon CTONG2007613, muy simila a la proteina 185 en dedos de zinc
molécula CD83, variante 1
laminina, alfa 4
factor von Willebrand
familia sitios integracion tipo MMTV
componente 7 del complemento
recetos lipoproteico baja densidad relacionado con proteina 8
familia DIRAS, RAS-like 3 uniéna GTP
proteina integral de membrana 2A
hexokinasa 2
cadherina 11

CaM kinasa expresada no-ubicuamente sobre-expresada por gestacion.

MHC-II, DR beta 3
maestro
actina, gamma2, musculo liso
farnesil-difosfato sintasa
procolageno-lisina 2, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2
dominio 3 PDZy LIM

NM_015053
NM_005891
NM_018004
NM_000859
NM_001975
NM_198336
NM_005099
NM_002318
NM_005308
NM_004508
AK095258

NM_004233
NM_002290
NM_000552
NM_033131
NM_000587
NM_033300
NM_004675
NM_004867
NM_000189
NM_001797

NM_001039582

NM_022555
NM_031939
NM_001615
NM_002004
NM_182943
NM_014476

2,47
2,47
2,47
2,40
2,38
2,38
2,37
2,36
2,36
2,35
2,35
2,35
2,33
2,33
2,31
2,31
2,30
2,28
2,28
2,27
2,26
2,25
2,23
2,23
2,22
2,22
2,21
2,19

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0003
0,0000
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GK
SFRP4
DHCR7
IL7R
MT1JP
MVD
TMEM97
FDFT1
HBB
FDPSL4
FDPSL2A
HLA-DRA
LGALS12
DOK5
LDLR
CHGB
HLA-DQB2
DKFZP564C152
ELOVL6
LOC645745
C8orf57
KL
BHLHB2
CD200
RHOBTB3
RP1-93H18.5
AK3L1
APOA1

glicerol kinasa
proteina 4 relacionada con la secrecién
dehidrocolesterol- reductasa 7
receptor interleukina 7
mRNA completo MTB
mevalonato (difosfo) decarboxilasa
proteina transmembrana 97
farnesil-difosfato farnesiltransferasa 1
hemoglobina beta
similar a farnesil difosfato sintasa
FDPSL2A en cromosoma 7
MHC-II, DR alfa
lectina soluble 12
proteina docking 5
receptor lipoproteico baja densidad
cromogranina B
MHC-I1, DQ beta 2
clon cDNA

elongacion acidos grasos de cadena larga, miembro 6

proteina metalotioneina 1H-like
clon cDNA
klotho
dominio con hélice-bucle-hélice, clase B
molécula CD200, variante 2
dominio BTB relacionado con Rho
proteina hipotética LOC441168
adenilato kinasa 3-like 1
apolipoproteina Al

NM_000167
NM_003014
NM_001360
NM_002185

AF348994
NM_002461
NM_014573
NM_004462
NM_000518
XR_018717
NR_003262
NM_019111
NM_033101
NM_018431
NM_000527
NM_001819
NM_182549

AL049980
NM_024090

NM_001039954

AL136588
NM_153683
NM_003670

NM_001004196
NM_014899

NM_001010919

NM_001005353
NM_000039

2,19
2,18
2,18
2,17
2,16
2,14
2,14
2,11
2,11
2,10
2,10
2,10
2,10
2,09
2,09
2,09
2,09
2,08
2,08
2,08
2,07
2,07
2,05
2,05
2,05
2,05
2,04
2,03

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0005
0,0003
0,0003
0,0005
0,0003
0,0004
0,0000
0,0003
0,0000
0,0000
0,0005
0,0005
0,0004
0,0005
0,0004
0,0004
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AREG
RAB33A
RASAL1

IL33
LSS
AACS
HLA-DQB1
CYP51A1
ALDOC
TCAP
LRRC2
NTS
CXCR7
SFRP5
SFN
MED19
DKFZP761M1511
PLA2G4A
FGD4
PIK3R5
KRTAP4-14

MYH11

SNPH

L1TD1

ENST00000380901

CXCL1

SPSB2
SLURP1

anfiregulina
miembro de la familia RAS de oncogenes
proteina activadorsa RAS-like 1
interleukina 33
lanosterol sintasa
acetoacetil-CoA sintetasa
MHC-II, DQ beta
citocromo P450, familia 51, subfamilia A, polipéptido 1
aldolasa C
teletonina
repeticion rica en leucina
neurotensina
receptor 7 quimiocinas
proteina 5 relacionada con la secrecién
estratifina
mediador de la RNA polimerasa Il
clon cDNA
fosfolipasa A2
dominio 4 con FYVE, Rhoy PH
fosfoinositido -3-kinasa, subunidad reguladora 5
proteina asociada a keratina 4-14
miosina 11
sintafilina
dominio con transposasa tipo LINE-1
clon cDNA
ligando 1 quimiocinas
receptor rianodina/splA con dominio con caja SOCS
dominio con PLAUR/LY®6 secretado

NM_001657
NM_004794
NM_004658
NM_033439

NM_001001438
NM_023928
M20432
NM_000786
NM_005165
NM_003673
NM_024750
NM_006183
NM_001047841
NM_003015
NM_006142
NM_153450
AK096661
NM_024420
NM_139241
NM_014308
NM_033059
NM_001040113
NM_014723
NM_019079

ENST00000380901
NM_001511
NM_032641
NM_020427

2,02
2,01
2,01
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
-2,00
-2,01
-2,01
-2,02
-2,02
-2,03
-2,03
-2,03
-2,05
-2,05
-2,06
-2,07
-2,07
-2,07
-2,08
-2,09
-2,09
-2,10
-2,12

0,0005
0,0004
0,0010
0,0005
0,0003
0,0004
0,0004
0,0005
0,0005
0,0002
0,0011
0,0002
0,0002
0,0000
0,0006
0,0101
0,0000
0,0000
0,0000
0,0064
0,0002
0,0000
0,0000
0,0000
0,0002
0,0000
0,0000
0,0002
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RHOBTB1
CAMK2N1
ANPEP
FLJ10154
LOC641522
ECEL1
RBM22
ALOX15B
GPR78
GRB14
RAP1GAP
MAGEAG
VCAM1
ANKRD22
LOC63928
AGC1
PEX6
SLCY9A3R1
HIST1H1D
ENSTO00000361567
AKAP12
GSTT1
CISH
MGLL
SCARNAL7
HS6ST1
RNF150
FLJ10916

dominio con BTB relacionado con Rho

protein-kinasa Il inhibidor dependiente de Ca-CaM

alanil (membrana) aminopeptidasa
proteina hipotética FLJ10154
proteina ADP-ribosilacion- like
enzima-like 1 conversora de endotelina
proteian 22 de union a RNA
araquidonato 15-lipooxigenasa, tipo B
receptor 78 acoplado a proteina G

proteina 14 unida a receptor de factor de crecimiento

proteina activadora RAP1-GTPasa
familia A,6 de antigenos de melanoma
molécula 1 de adhesion vascular
dominio repeticion ankirina 22
antigeno 520 carcinoma hepatocelular
agrecan 1
factor 6 biogénesis peroxisomal
familia 9 transpotador solutos
cluste 1 histonas
NADH-ubiquinona oxidoreductasa cadena 5
protein-kinasa A de anclaje
glutation-s-transferasa theta 1
proteina con citokina SH2-inducible
monoglicérido-lipasa, variante 1
RNA 17-especifico de cuerpos de Cajal
heparan-sulfato6-O-sulfotransferasa 1
proteina 150 dedos en anillo
proteina hipotética FLJ101916

NM_014836
NM_018584
NM_001150
NM_018011

NM_001039083
NM_004826
NM_018047
NM_001141
NM_080819
NM_004490
NM_002885
NM_175868
NM_001078
NM_144590
NM_022097
NM_013227
NM_000287
NM_004252
NM_005320

ENST00000361567
NM_144497
NM_000853
NM_145071
NM_007283
NR_003003
NM_004807
NM_020724
NM_018271

2,17
-2,18
-2,19
-2,20
-2,20
-2,21
-2,21
-2,28
-2,30
-2,33
-2,35
-2,35
-2,36
-2,40
-2,40
-2,42
-2,44
-2,45
-2,46
-2,48
-2,49
-2,57
-2,60
-2,63
-2,67
-2,70
-2,70
-2,74

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0012
0,0000
0,0017
0,0000
0,0011
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0056
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0019
0,0000
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RP11-167P23.2
WDR21C
ACIN1
CCDC66
WDR67
CD86
IRX5
C100rf116
OXTR
SAPS1
RPA4
OSTheta
CGB1
SLC45A4
VPS18
CABP7

proteina XAGE-4
dominio 21C con repeticion WD
inductor 1 condensacién apoptoética de la cromatina
clon cDNA
dominio 67 con repeticion WD
molécula CD86, variante 2
proteina 5 iroquois
cromosoma 10; marco lectura abierta 116
receptor oxitocina
familia dominio SAPS, miembro 1
proteina A4 replicacion
trasnportador solutos orgénicos beta
gonadotropina corionica, beta polipéptido 1
familia 45, miembro 4 de transportador de solutos
proteina homologa 18 (S.cerevisiae)
proteina 7 unidn a calcio

XR_015427
NM_152418
NM_014977
AK095688
NM_145647
NM_006889
NM_005853
NM_006829
NM_000916
NM_014931
NM_013347
NM_178859
NM_033377
BC033223
NM_020857
NM_182527

-2,75
-2,76
-2,78
-2,81
-2,83
-2,90
-2,93
-3,06
-3,11
-3,75
-4,67
-5,07
-5,15
-5,27
-5,88
-7,32

0,0010
0,0010
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
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En cuanto a la relacion de términos ontoldgicos destacados entre estos dos
tratamientos, una vez aplicados los analisis bioinforméticos a los patrones de expresion
génica de ambos protocolos se registraron 16 procesos bioldgicos, 7 componentes
celulares y 2 funciones moleculares significativamente afectadas. En cuanta a las rutas
metabolicas se describié una amplia variedad, entre las que podemos destacar a la
diabetes tipo | o la enfermedad tiroidea autoinmune. En cada figura se representan los
términos GO (Go Ontology) con un p-valor significativo (p<0.05), el nimero de genes
implicados en cada proceso y el porcentaje que representan con respecto a la cantidad
total de genes descritos para dicho término en la especie Homo sapiens.

Cabe destacar la amplia variedad de procesos bioldgicos significativamente
afectados, con especial atencién en las rutas relacionadas con las hormonas esteroideas
como la biosintesis de lipidos, biosintesis de colesterol y biosintesis de esteroides.
Ademas, una de las funciones mas afectadas se relaciona con los genes que regulan el
desarrollo de estructuras anatomicas, registrandose también una actividad secretora y

extracelular importante.



i funciones moleculares

union receptor (21)

granulos de secrecion (7)
superficie celular (10)

complejo MHC-II

membrana externa plasmatica (8)
region extracelular (31)

espacio extracelular (17)

region extracelular parcial (22)
desarrollo érganos (25)
metabolismo celular lipidos (12)
desarrollo organismos multicelulares (36)
procesamiento antigenos (4)
desarrollo sistemas (32)
desarrollo estructuras anatémicas (34)
regulacion calidad bioldgica (24)
metabolismo isoprenoides (6)
metabolismo lipidos (20)
biosintesis lipidos (14)

biosintesis isoprenoides (6)
metabolismo alcoholes (17)
metabolismo esteroides (13)
biosintesis esteroides (10)
metabolismo esteroles (12)
biosintesis esteroles (9)
metabolismo colesterol (12)
biosintesis colesterol (9)

H componentes celulares

—
—

M procesos bioldgicos

10

15

% genes implicados

20

25

30

Figura 22. Analisis de enriquecimiento de genes DE en células del ciimulo (FSH urinaria vs hMG)
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5.2.- FSH urinaria vs FSH recombinante (FSH recombinante como control).
En el andlisis comparativo entre FSH urinaria y FSH recombinante se registrd
la expresion de 392 genes de los que 43 presentan expresion diferencial entre ambos

tipos de tratamiento

Transcritos globales Transcritos DE (FDR<5%; [FC>2|

Para No-para Para No-para

Figura 23. Expresion global y de genes DE entre FSH recombinante y FSH urinaria

DE.- diferencialmente expresados
FDR.- false discovery rate o valor corregido de p
FC.- fold-change



Tabla 4. Genes DE entre ciclos estimulados con FSH recombinante vs FSH urinaria

Simbolo Definicion ACCN FC pfp
LEFTY2 factor 2 determinacion derecha-izquierda NM_003240 4,66 0,0000
C7 componente 7 del complemento NM_000587 3,81 0,0000
ITM2A proteina integral de membrana 2A NM_004867 3,76 0,0000
C100rf10 cromosomal0; marco abirto de lectura 10 NM_007021 2,73 0,0000
GCG glucagon NM_002054 2,67 0,0000
CLU clusterina, variante 2 NM_203339 2,62 0,0000
LOC441257 proteina hipotética LOC441257 NM_001023562 2,36 0,0000
FN1 fibronectina 1, variante 1 NM_212482 2,29 0,0000
NBPF14 familia rotura neuroblastoma, miembro 14 NM_015383 2,17 0,0000
LOC148709 pseudogen de actina en cromosoma 1 NR_002929 2,16 0,0000
TNC tenascina C NM_002160 2,15 0,0000
Clorfl65 cromosoma 1; marco lectura abierto 165 NM_024603 2,10 0,0020
ACTC1 actina alfal, masculo cardiaco NM_005159 2,04 0,0008
PRR17 MRNA rico en prolina NM_207349 -2,01 0,0000
CPNE7 copina VII, variante 2 NM_014427 -2,02 0,0000
RBM22 proteina 22 unién RNA NM_018047 -2,06 0,0000
GPT alanina aminotransferasa NM_005309 -2,07 0,0005
MAB21L2 mab-21-like 2 (C.elegans) NM_006439 -2,11 0,0000
MAPK4 protein-kinasa 63 Kda relacionada con ERK3 de rata X59727 -2,11 0,0000
NPM3 nucleoplasmina/nucleofosmina 3 NM_006993 -2,15 0,0000
CSF1R receptor para el facot estimulante de colonias 1 NM_005211 -2,22 0,0000
NTS neurotensina NM_006183 -2,30 0,0000
C100rf116 cromosoma 10; marco abierto de lectura 116 NM_006829 -2,33 0,0000
IF130 proteina 30 inducible por gamma interferén NM_006332 -2,38 0,0000
CISH proteina con citokina SH2-inducible NM_145071 -2,38 0,0000




FKBP10
MAGEAG6
LRRC2
TYROBP
MGLL
CCDC66
SLURP1
GSTT1
GPR78
OSTheta
IRX5
CD86
SLC45A4
CGB1
SAPS1
VPS18
RPA4
CABP7

proteina 10 de 65 Kda de union a FK506
familia A,6 de antigenos de melanoma
repeticion rica en leucina
proteina de unién a la protein-tirosin-kinasa TYRO
monoglicérido lipasa, variante 1
clon Cdna
dominio con PLAUR/LY6 secretado
glutation-S-transferasa theta 1
receptor 78 acoplado a proteina G
trasnportador solutos orgéanicos beta
proteina 5 iroquois
molécula CD86, variante 2
familia 45, miembro 4 de transportador de solutos
gonadotropina corionica, beta polipéptido 1
familia dominio SAPS, miembro 1
proteina homéloga 18 (S.cerevisiae)
proteina A4 replicacion
proteina 7 unién a calcio

NM_021939
NM_175868
NM_024750
NM_003332
NM_007283
AK095688
NM_020427
NM_000853
NM_080819
NM_178859
NM_005853
NM_006889
BC033223
NM_033377
NM_014931
NM_020857
NM_013347
NM_182527

-2,39
-2,40
-2,40
-2,47
-2,54
-2,63
-2,64
-2,66
-2,69
-2,70
-2,72
-2,74
-3,12
-3,47
-3,62
-5,27
-6,44
-8,99

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
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La evaluacion de los términos ontoldgicos y de las rutas metabdlicas
estadisticamente significativas entre los tratamientos con FSH recombinante y FSH
urinaria mostré la ausencia de diferencias significativas en relacion a procesos
bioldgicos, funciones moleculares y rutas metabdlicas; sin embargo, si se registraron
tres componentes celulares significativamente afectados con una actividad claramente

secretora.

H componentes celulares
1 | | | | | | |
lumen granutar (3) TR
lumen citoplasmico (3)
lumen vesicular (3)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
% genes implicados

Figura 24. Analisis de enriquecimiento de genes DE en células del cimulo (FSH recombinante vs
FSH urinaria)
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5.3.- FSH recombinante vs hMG (hMG como control).
Por ultimo, en el estudio de los ciclos estimulados con FSH recombinante o
hMG, el andlisis de transcritos reveld la expresion global de 464 genes con una cantidad

de 75 transcritos con diferencias significativas en sus niveles de expresion

Transcritos globales Transcritos DE (FDR<5%; |[FC>2|

Param No-Param

Para No-para

Figura 25. Expresion global y de genes DE entre FSH recombinante y hMG

DE.- diferencialmente expresados
FDR.- false discovery rate o valor corregido de p
FC.-fold-change



Tabla 5. Genes DE entre ciclos estimulados con hMG vs FSH recombinante

Simbolo Definicion ACCN FC pfp
MT3 metalotioneina 3 NM_005954 5,29 0,0000
E2F7 factor 7 transcripcion-E2F7 NM_203394 4,44 0,0000

LGALS12 lectina soluble 12 NM_033101 3,70 0,0000

MAPK4 protein-kinasa 63 Kda relacionada con ERKS3 de rata X59727 3,37 0,0000
PRB4 proteina BstNI rica en prolina, subfamilia 4 NM_002723 2,97 0,0000
1L27 interleukina 27 NM_145659 2,82 0,0000

HLA-DRB1 MHC-II, DR beta 1 NM_002124 2,77 0,0000

FAMT77C familia con secuencia 77 de similaridad, miembro C NM_024522 2,75 0,0000

ACTG2 actina, gamma 2, musculo liso NM_001615 2,73 0,0000

PRSS36 proteasa, serina 36 NM_173502 2,69 0,0000
GAL galanina NM_015973 2,67 0,0000

SPRR2G proteina 2G rica en prolina NM_001014291 2,67 0,0000

RASAL1 proteina activadora RAS-like 1 NM_004658 2,63 0,0000

KIF26A familia kinesina, miembro 26A BC009415 2,57 0,0000
PRB2 proteina BstNI rica en prolina, subfamilia 2 NM_006248 2,57 0,0000
LRP8 receptor lipoproteico baja densidad relacionado con proteina 8 NM_033300 2,49 0,0000

GRK5 receptor kinasa 5 acoplado a proteina G NM_005308 2,42 0,0000
INHBA inhibina, beta A NM_002192 2,42 0,0000
LAMA4 laminina, alfa 4 NM_002290 2,41 0,0000

FLJ20701 proteina hipotética FLJ20701 NM_017933 2,41 0,0000

HBA1 hemglobina alfa 1 NM_000558 2,38 0,0000

OSBPL6 proteina-like 6 de union a oxisterol NM_032523 2,38 0,0000
ANGPTL4 angiopoyetina-like 4, variante 1 NM_139314 2,37 0,0000
C200rf103 cromosoma 20; marco lectura abierta 103 NM_012261 2,37 0,0000
CD83 molécula CD83, variante 1 NM_004233 2,34 0,0000
LTB linfotoxina beta NM_002341 2,31 0,0000
CD200 molécula CD200, variante 2 NM_001004196 2,25 0,0000
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HBB
NR4A3
PRB3
WNT3A
ZNF331
RP1-93H18.5
ADAMTS4
GPT
DUOX?2
DIRC1
FKBP10
ENST00000327591
HBA2
HLA-DRB3
TUBA1
MRO
VWF
CCDC3
KRTAP5-8
S100A8
MT1F
ESPNL
CXorf6
COL1A1
TNFSF11
UNC84B
FLJ20160
ACSM3

hemoglobina beta
receptor nuclear subfamilia 4, grupo A, miembro 3
proteina BstNI rica en prolina, subfamilia 3
familia sitios integracion tipo MMTV
proteina 331 en dedos de zinc
proteina hipotética LOC44168

metalopeptidasa ADAM con trombospondina tipol, motivo 4

alanina aminotransferasa
dual oxidasa 2
rota en carcinoma renal 1
proteina 10 de 65 Kda de union a FK506
fragmento proteina S26
hemoglobina alfa 2
MHC-II, DR beta 3
tubuling, alfa 1
maestro
factor von Willebrand
dominio anillado 3
proteina 5-8 asociada a keratina
proteina A8 de union a calcio S100
metalotioneina 1F
espin-like
cromosoma X; marco abierto de lectura 66
colageno pre-pro-alfa 1
superfamilia factor necrosis tumoral, miembro 11
homologo B, unc-84 (C.elegans)
proteina FLJ20160
acil-CoA sintetasa, miembro 3 cadenas moderadas

NM_000518
NM_173199
NM_006249
NM_033131
NM_018555

NM_001010919
NM_005099
NM_005309
NM_014080
NM_052952
NM_021939

ENST00000327591
NM_000517
NM_022555
NM_006000
NM_031939
NM_000552
NM_031455
NM_021046
NM_002964
NM_005949
NM_194312
NM_005491

274615
NM_003701
NM_015374
NM_017694
NM_202000

2,21
2,19
2,17
2,16
2,14
2,13
2,12
2,12
2,12
2,11
2,11
2,11
2,10
2,10
2,06
2,03
2,03
2,03
2,02
2,02
2,01
2,01
2,01
2,00
-2,00
-2,01
-2,06
-2,10

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0002
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0003
0,0000
0,0000
0,0000
0,0002
0,0002
0,0009
0,0013
0,0011
0,0011
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SHC2
FGD4
AKAP12
CYP3AT
SESTD1
WDRG67
GRB14
SOX4
SNPH
LOC63928
OXTR
CYP3A4
ECATS
WNT5A
HS3ST1
CXCR7
CXCL1
MUM1L1
MYH11

proteina 2 transofrmadora SHC
dominio con FYVE, RhoGEF y PH
protein-kinasa A de anclaje
citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 7
dominio 1 SEC14 y espectrina
dominio 67 con repeticion WD
proteina 14 unida a receptor de factor de crecimiento
caja 4; region determinante de sexo SRY
sintafilina
antigeno 520 carcinoma hepatocelular
receptor oxitocina
citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 4
transcrito 8 asociado a célula
familia sitios integracion tipo MMTV
heparéan sulfato 3-O- sulfotransferasa 1
receptor 7 quimiocina
ligando 1 quimiocina
antigeno 1-like asociado a melanoma
miosina 11

ENST00000264554

NM_139241
NM_144497
NM_000765
NM_178123
NM_145647
NM_004490
NM_003107
NM_014723
NM_022097
NM_000916
NM_017460

ENST00000311695

NM_003392
NM_005114

NM_001047841

NM_001511
NM_152423

NM_001040113

-2,12
-2,13
-2,13
-2,14
-2,15
-2,21
-2,24
-2,26
-2,28
-2,29
-2,33
-2,34
-2,34
-2,43
-2,46
-2,51
-2,73
-3,03
-3,89

0,0015
0,0012
0,0032
0,0013
0,0084
0,0128
0,0014
0,0017
0,0018
0,0022
0,0013
0,0000
0,0020
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
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En relacion a los términos GO con diferencias relevantes entre estos protocolos
de estimulacion, se identificaron 4 procesos bioldgicos, 5 componentes celulares y 4
funciones moleculares. En cuanto a las rutas metabolicas Unicamente se vio
significativamente afectada la miocarditis viral. En este Gltimo andlisis comparativo, los
términos GO significativamente afectados estadn relacionados con la regulacion de
procesos del desarrollo y el desarrollo de estructuras anatbmicas asi como con funciones

moleculares asociadas al transporte de oxigeno.



i funciones moleculares

union tetrapirrole (5)
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union receptor (11)

unidn oxigeno (4)

matriz extracelular (7)

matriz proteinica extracelular (7)
espacio extracelular (10)
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Figura 26. Analisis de enriquecimiento de genes DE en células del cimulo 8FSH recombinante vs hMG)
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Como se deduce de estos resultados, las principales diferencias se observan entre
los tratamientos con FHS urinaria y hMG, donde el andlisis de los perfiles de expresion
génica muestra la mayor cantidad de genes diferencialmente expresados. Estos datos se
confirman con el analisis de “clustering” en el que los niveles de expresion para cada
gen estan estandarizados para que tengan un valor medio de 0 y una desviacion estandar
de 1. Los valores en rojo representan los niveles de expresion por encima de la media y

los valores en verde, niveles de expresion inferiores a la media.

pUalA0Rans SN0 AUAANAI
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Figura 27. "Cluster" jerarquico de genes DE en los tres tratamientos de estudio

Las representaciones graficas derivadas de los analisis de PCA (Principal
Component Analysis) ratifican los resultados anteriores: las grandes diferencias en los
patrones de expresion génica entre los protocolos de estimulacion con FSH urinaria y
los tratamientos con hMG asi como el comportamiento intermedio de la FSH

recombinante.
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mH5
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Figura 28. Anélisis de PCA de los genes DE para la determinacion de diferencias en los patrones de
expresién génica (H: ciclos estimulados con hMG; F: ciclos estimulados con FSH urinaria); G:
ciclos estimulados con FSH recombinante).
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Las tasas de gestacion obtenidas en los ciclos de fecundacion in vitro han
progresado paralelamente a los avances tecnoldgicos, aunque se ha mantenido como
préctica habitual la transferencia de mas de un embrion, hecho que se traduce en una
amplia proporcion de gestaciones multiples con los riesgos que conlleva en concepto de
partos prematuros y complicaciones obstétricas y pediatricas. Como consecuencia de
los riesgos asociados a este tipo de gestaciones, uno de los mayores desafios a los que se
enfrentan los clinicos es aumentar la proporcion de embarazos Unicos después de un
tratamiento de reproduccion; sin embargo, las reticencias que acompafian a las politicas
de transferencia de un solo embrién debido a las menores tasas de gestacion por
transferencia, ponen de manifiesto la necesidad de identificar nuevos factores de calidad
ovocitaria asociados a un aumento de la calidad embrionaria.

A pesar de los logros evidentes de la medicina reproductiva, el desafio es saber
como aumentar cuantitativa y cualitativamente, en cuanto a disminucion de la tasa de
gestaciones mdaltiples, los resultados clinicos. La calidad ovocitaria ha sido reconocida
como el principal factor limitante de la fertilidad femenina, por lo que el gameto
femenino se encuentra en el centro de numerosas investigaciones que tratan de
esclarecer sus intrincados mecanismos de regulacién (Sirard et al. 2006). La interaccién
bidireccional entre el ovocito y las células somaticas circundantes es indispensable para
la adquisicion de la competencia ovocitaria, que se define como la capacidad del
ovocito para completar con éxito las etapas sucesivas de maduracién, fecundacion y
desarrollo embrionario hasta culminar en un recién nacido vivo. Aunque se han
utilizado varios parametros para evaluar la competencia ovocitaria, se caracterizan por
ser poco fiables y muy subjetivos (Krisher 2004) debido a la falta de conocimientos
relacionados con los procesos moleculares subyacentes. Ante esta aparente incapacidad
para estimar con garantias el potencial reproductivo de un ovocito dentro de una cohorte
mediante los criterios actuales de seleccion, el escenario que se perfila para los
investigadores esta estrechamente relacionado con la bisqueda de nuevos marcadores,
gue completen la informacién derivada de los analisis morfoldgicos con el propdsito de
aumentar las tasas globales de gestacion al mismo tiempo que se reducen los riesgos
asociados a un embarazo maultiple.

El uso de gonadotropinas en los tratamientos de infertilidad y especialmente los
aspectos relacionados con las técnicas de reproduccion asistida han supuesto una mejora
considerable de los resultados clinicos. Un aspecto de la hMG que cada vez resulta mas
evidente es que su actividad LH procede fundamentalmente de la hCG que lleva
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incorporada; en este punto es importante destacar que la LH y la hCG tienen igual
bioactividad pero distintos perfiles farmacodinamicos y farmacocinéticos (Casarini et al.
2012), especialmente cuando una se aplica como farmaco y la otra se considera
enddgenamente (Baer and Loumaye 2003). La actividad LH se ha eliminado con el
desarrollo y sintesis de la FSHu altamente purificada y posteriormente de los productos
que contienen FSHr; sin embargo, en paralelo a este hecho, se observa un incremento en
el uso de farmacos que contienen actividad LH, bien en forma de hMG bien como LH
recombinante (Al-Inany et al. 2009, Platteau et al. 2008).

Por otra parte, conocer las diferencias estructurales entre moléculas y la
implicacion a nivel funcional y clinico es de especial importancia para comprender e
individualizar el protocolo de estimulacion. Estas diferencias estructurales vy
moleculares influyen en las interacciones de las gonadotropinas con su receptor
aplicadas en términos de induccion de la respuesta bioldgica; las isoformas de caracter
basico, dominantes en los productos recombinantes, tienen mayor afinidad de unién por
su receptor lo que se traduce en una respuesta ovarica méas intensa mientras que las
isoformas acidicas, mayoritarias en los derivados urinarios, presentan una vida media
méas prolongada (Yding Andersen 2002). Las proporciones relativas de isoformas
acidas/béasicas presentes en los preparados gonadotropicos comerciales dependen del
fabricante y del material original. A consecuencia de su perfil especifico en isoformas
de la FSH, las preparaciones comerciales pueden enviar distintas sefiales
cuantitativas/cualitativas al foliculo contribuyendo a la aparicion de distintos resultados
clinicos.

También hay que tener en cuenta que durante mucho tiempo ha existido la
percepcion de que el ovocito actia como un elemento pasivo en términos de su relacion
con las células foliculares somaéticas circundantes; sin embargo, la tendencia actual
sugiere que el ovocito opera como un regulador central de la funcion de las células
foliculares, desempefiando un papel clave en la ovogénesis, ovulacion y posterior
potencial de fecundacion (Eppig 2001). El ovocito logra este estatus secretando factores
solubles de crecimiento, que actlan sobre las células foliculares vecinas para regular un
amplio espectro de funciones. Por lo tanto, la identificacién de las moléculas clave y de
las rutas de sefializacion que participan en el bucle ovocito-células foliculares sera de
vital importancia, a la hora de profundizar en los mecanismos subyacentes a la
adquisicion de competencia ovocitaria y en el descubrimiento de nuevos factores de

calidad.
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Analisis del perfil hormonal y de los factores de secrecion ovocitaria en
funcion del tipo de gonadotropina.

Tradicionalmente, los estudios que examinan el control del desarrollo folicular
se han centrado fundamentalmente en la regulacion endocrina del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal. Sin embargo, los factores intraovaricos también son importantes
desde un punto de vista autocrino/paracrino; en los dltimos afios, la atencion se ha
centrado en dos miembros de la superfamilia TGFB: GDF-9 y BMP-15, y en sus
funciones potenciales como reguladores locales de la actividad ovarica y la fertilidad.
Los factores secretados por el ovocito regulan distintas funciones de las células
foliculares somaticas como la proliferacion, esteroidogenesis, diferenciacion vy
expansion (Hussein et al. 2006). Entre las funciones de GDF-9 destaca que actla
promoviendo la sintesis de colesterol (Su et al. 2008), hecho que garantiza un aporte
metabolico al ovocito y cierta relacion con la sintesis de progesterona inducida por
gonadotropinas (Elvin et al. 1999, McNatty et al. 2005b), aunque este efecto no se
observa de forma consistente (Otsuka et al. 2000, Yamamoto et al. 2002); ademas,
estimula la proliferacion de las células de la granulosa, disminuye la expresion de
receptores para LH/hCG e inhibe la esteroidogénesis inducida por FSH al bloquear la
actividad aromatasa (Otsuka et al. 2011). En relacion a BMP-15, éste desempefia un
papel integral en la regulacion de la foliculogénesis ovérica y en la funcion folicular
donde actlla como un potente estimulador de la mitosis en las células de la granulosa,
inhibe la expresion de receptores de FSH lo que en Gltima instancia supone un descenso
de la sintesis de progesterona inducida por FSH y estimula la expresion del ligando de
kit en células de la granulosa (Moore et al. 2003).

En cuanto al papel de las hormonas esteroideas, éste estd perfectamente
establecido en la fertilidad femenina. Cuando se evalla la actividad farmacodindmica de
las gonadotropinas, una de las medidas més sensibles es la actividad esteroidogénica del
ovario; al contrario de lo que ocurre con los foliculos y ovocitos, que son variables
finitas, las concentraciones esteroideas son capaces de revelar cambios y diferencias
muy sutiles durante la estimulacion ovarica dependiendo de las gonadotropinas
exogenas administradas (Porchet et al. 1994), de modo que en ciclos sometidos a
distintos protocolos de estimulacion los niveles séricos de estradiol y progesterona
aportan evidencias claras del impacto de las gonadotropinas sobre la estimulacion

ovarica.



94

Durante la esteroidogenesis, la FSH actia sobre las células de la granulosa
promoviendo la division celular y la sintesis de esteroides a partir de colesterol; el paso
limitante en esta ruta es la conversion del colesterol en pregnenolona y progesterona, de
modo que se asume que tanto las células de la granulosa como de la teca son activas
productoras de progesterona. Esta progesterona se cataboliza a andrdgenos por la
influencia tréfica de la LH sobre las células de la teca, y los androgenos a estrégenos en
las células de la granulosa a través de la aromatizacion inducida por la FSH (Fleming
and Jenkins 2010). De estas afirmaciones se deduce que a mayor sefial de la LH, mayor
es la actividad catabolica que convierte a la progesterona en androgenos y que un déficit
de LH podria suponer que llegue méas progesterona a la circulacion general. Sin
embargo, el papel de la LH en la regulacién de los niveles de progesterona es objeto de
un controvertido debate debido a la complejidad del efecto que ejerce sobre la
biosintesis hormonal durante la fase folicular (Miller and Auchus 2011):

- la LH actta constitutivamente sobre los receptores de las células de la teca
para estimular al complejo enzimatico CYP17A1 (17a-hidroxilasa), responsable de
convertir a la progesterona/pregnenolona en productos hidroxilados y andrégenos
siendo el resultado un descenso en los niveles de progesterona; por otro lado, la LH
actua sobre la enzima 3BHSD que cataliza el paso de pregnenolona a progesterona. En
consecuencia, los efectos globales de la LH sobre la sintesis de progesterona en las
células de la teca dependen del equilibrio entre estas dos enzimas.

- en las células de la granulosa la LH actia sobre sus correspondientes
receptores, inducidos por la FSH al final de la fase folicular. La LH tiene un efecto
sinérgico con la FSH en las células de la granulosa para estimular la sintesis de
progesterona (Lindeberg et al. 2007), siendo incluso mas potente que la FSH en la
actividad esteroidogénica de las células de la granulosa (Yong et al. 1994)

Como parte de este estudio que compar6 como influye el tipo de gonadotropinas
sobre la calidad ovocitaria, se evaluo el perfil endocrino y la concentracion de factores
de secrecion ovocitaria (GDF-9 y BMP-15) en liquido folicular con el propoésito de
valorar si la estructura molecular de la isoforma de la FSH y/o la presencia de actividad
LH desde el inicio de la estimulacién afectarian a estos factores y en consecuencia al
grado de maduracion ovocitaria.

De acuerdo a nuestros datos, se observo una relacion directamente proporcional
entre las concentraciones de FSH y las de GDF-9, obteniéndose los registros mas

elevados para ambas moléculas en los ciclos con FSHu, seguido de los tratamientos con
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hMG y por ultimo, con FSHr; se podria pensar que el predominio de isoformas acidas
de la FSHu que prolonga la vida media de esta gonadotropina en plasma estimularia de
forma més potente la sintesis de factores ovocitarios. Por otra parte, en este estudio, los
ciclos estimulados con FSHu presentan concentraciones mas altas de progesterona en
liquido folicular en relacion al resto de tratamientos; se podria pensar que este
incremento podria estar relacionado con los mayores niveles de GDF-9 desde diferentes
puntos de vista:

- GDF-9 estimula la proliferacion de las células de la granulosa, el foliculo
aumenta de tamafio y se potencia la sintesis de progesterona.

- la disminucion en la expresion de receptores de LH/hCG como consecuencia
de un aumento en las concentraciones de GDF-9, podria reducir la funcién de la LH
enddgena residual en la conversion de la progesterona en androstenediona

- GDF-9 bloquea la actividad aromatasa lo que explicaria las concentraciones
altas de progesterona con unos niveles disminuidos de andrégenos y estradiol.

- el incremento en los niveles de GDF-9 asociados a la presencia de FSH
urinaria estimulan la ruta A4 de la sintesis de progesterona, la cual no puede ser
catabolizada a androgenos por accion de la enzima CYP17AL. En humanos, la amplia
mayoria de androgenos derivan de la ruta biosintética A5 que incluye a la pregnenolona,
17-hidroxipregnenolona y dehidroepiandrosterona (DHEA) (Miller 2008). Por lo tanto,
la preferencia de la enzima CYP17A1 por los metabolitos A5 excluye a las células de la
teca de convertir a la progesterona en androgenos, ya que ésta no puede convertirse en
pregnenolona desde la ruta A4; segin estos argumentos, la progesterona sintetizada en
las células de la granulosa no puede metabolizarse a andrdgenos en las células de la teca
considerandose a la pregnenolona el unico precursor de la ruta metabdlica esteroidea
(Yding Andersen et al. 2011).

La ausencia de diferencias significativas en nuestro estudio tanto en las
concentraciones de GDF-9 como en los niveles de FSH y de progesterona no valida
estas interacciones; sin embargo, la relacién sefialada entre ambas moléculas unida al
hecho de que la prolongada vida media de la isoforma de la FSH presente en los ciclos
estimulados con FSHu es capaz de mantener durante mas tiempo el efecto tréfico de la
gonadotropina, podria explicar los registros ligeramente elevados de progesterona
observados en este tipo de tratamientos.

La regulacion de la respuesta esteroidogénica desempefiada por BMP-15 es
FSH-dependiente. El hallazgo de que BMP-15 producia una marcada disminucién de la
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sintesis de progesterona inducida por FSH, mientras no afectaba a la sintesis de
estradiol, indic6 que las rutas bioquimicas que conducen eventualmente a la sintesis de
progesterona estan inhibidas por BMP-15. La capacidad de BMP-15 para inhibir
selectivamente la sintesis de progesterona sugiere cierta funcion de la proteina en los
procesos de luteinizacion. El equilibrio alcanzado en las concentraciones de BMP-15 y
GDF-9 explicaria la mayor concentracién de progesterona en los protocolos estimulados
con FSHu junto a niveles relativamente bajos de estradiol.

En referencia al andlisis del perfil hormonal obtenido en nuestro estudio en los
ciclos estimulados con hMG, se observé que la combinacion FSH:LH caracteristica de
este preparado gonadotrépico se traduce en un entorno con niveles significativamente
mas altos de estradiol y testosterona y una disminucion en los niveles de progesterona
con respecto a los tratamientos con FSHu. En este punto es importante recordar que la
preparacion comercial utilizada en los ciclos estimulados con hMG incluye una
gonadotropina no purificada, de modo que a pesar de incluir una isoforma de la FSH
con una prolongada vida media, su menor grado de purificacion podria explicar el hecho
de que en estos tratamientos se obtuvieran concentraciones de GDF-9 ligeramente mas
bajas que en los tratamientos con FSHu, y por tanto menores niveles de progesterona,
aunque tampoco hay que descartar la posible influencia de la actividad LH dirigida por
la hCG en la secrecion de factores ovocitarios y en la determinacion del perfil
hormonal. En cuanto a las concentraciones de testosterona y estradiol, una estimulacion
ovarica continuada con LH conduce a un aumento en las concentraciones de estas
hormonas por varias razones:

- por una parte, la LH estimula la sintesis de androstenediona en las células de la
teca interna (McNatty et al. 1984), que se convierte a testosterona y posteriormente a
estradiol en las células de la granulosa por accion de la aromatasa. El estradiol es
secretado a liquido folicular de modo que concentraciones elevadas de androgenos se
traducen en una mayor presencia de estradiol, hecho que coincide con nuestros
resultados.

- la LH estimula la actividad aromatasa en las células de la granulosa de
foliculos maduros (Yong et al. 1994); niveles elevados de estradiol y testosterona
potencian el efecto de la FSH sobre la actividad aromatasa, lo que eleva la produccion
de estrdgenos y su presencia en liquido folicular.

Todos los efectos descritos para la LH apuntarian hacia una misma direccién: la
presencia de LH desde el inicio de la estimulacion se traduce en mayores
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concentraciones de testosterona y estradiol. A pesar de la influencia de de la FSHu
sobre la sintesis de factores ovocitarios y el impacto posterior que éstos podrian tener
sobre las determinaciones hormonales, el hecho de administrar una gonadotropina no
purificada y la presencia de actividad LH atenuaria de alguna manera estos efectos, lo
que explicaria la disminucién de los niveles de progesterona y el aumento significativo
de la carga androgénica y estrogénica con respecto a los ciclos con FSHu.

Respecto a los ciclos estimulados con FSHr, los puntos de partida son la
ausencia de actividad LH y la presencia de isoformas de FSH poco acidicas
caracterizadas por una mayor actividad biologica (Yding Andersen 2002).
Tradicionalmente, los procedimientos con FSHr se han caracterizado por niveles de
progesterona significativamente elevados que, inicialmente, se habian asociado a un
pico prematuro de LH pero que trabajos recientes atribuyen a la propia accién de la FSH
(Filicori et al. 2002a); a pesar de estos argumentos, los datos derivados de este trabajo
revelan que en estos ciclos, las concentraciones de progesterona son mas bajas que en el
resto de tratamientos analizados. Como se ha comentado previamente, la isoforma FSH
presente en los productos recombinantes se caracteriza por ejercer un efecto biolégico
mas intenso que, sin embargo, no se refleja en las correspondientes concentraciones
hormonales. Esta circunstancia podria deberse no sélo a que la ventana de actuacién de
la FSHr es més limitada, sino también a que se administraron menores dosis de esta
gonadotropina durante el estudio en comparacion con los otros tratamientos, explicando
la ausencia de diferencias significativas en lo que a niveles de progesterona se refiere.

Finalmente, y en base a los resultados obtenidos, podriamos asumir que el perfil
endocrino derivado de la estimulacion con distintos preparados gonadotrépicos esta
condicionado por la presencia 0 no de actividad LH durante todo el periodo de
estimulacion ,y por las caracteristicas bioquimicas derivadas de las isoformas de la FSH
presentes en cada protocolo evaluado. En este punto, es importante recordar que en
todos los protocolos de estimulacion se ha inducido la ovulacion con hCG, por lo que
podriamos descartar el posible sesgo introducido por este motivo, de modo que los
perfiles endocrinos derivados de cada uno de los tratamientos en estudio se explican por
la administracién o no de LH desde el inicio de la estimulacion.

La actividad LH dependiente de hCG parece influir positivamente sobre la
foliculogénesis y la ovogénesis permitiendo la consiguiente actividad esteroidogénica
desde el colesterol hasta los estrogenos. Aparentemente estos hallazgos parecen no tener

mucha importancia, aunque si se toman en el contexto de una estimulacion ovérica
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donde la esteroidogénesis es un determinante principal de éxito o fracaso, estos
resultados se vuelven significativos. Se podria plantear que la actividad LH derivada de
la hCG reproduce fielmente el ambiente endocrino caracteristico de un ciclo natural, es
decir, niveles relativamente altos de estradiol, concentraciones relativamente bajas de
progesterona y una esteroidogénesis potente; sin embargo, todas estas circunstancias no
se vieron reflejadas en nuestro estudio en un mayor porcentaje de ovocitos metafase Il

en relacion al resto de tratamientos.

Analisis de la tasa de apoptosis en células de la granulosa en funcién del tipo
de gonadotropina.

El desarrollo del foliculo ovérico es un proceso regulado por factores autocrinos,
paracrinos y endocrinos que actian coordinadamente para seleccionar los foliculos que
van a ovular. La amplia mayoria de foliculos (méas del 99% del total) no alcanzan el
estadio pre-ovulatorio, sino que sufren un proceso degenerativo denominado atresia
(Billig et al. 1996, Kaipia and Hsueh 1997, Markstrom et al. 2002). Después de que se
describieran los mecanismos endocrinos que regulan la activacion del eje hipotalamo-
hipofisario-ovarico, las células de la granulosa se convirtieron en el centro de interés de
numerosos estudios que examinaban los mecanismos de crecimiento y atresia folicular.
A partir de experimentos in vivo/in vitro se establecio que los factores secretados por las
células de la granulosa, incluyendo esteroides sexuales, citokinas y factores de
crecimiento eran esenciales para su propia supervivencia y para el eventual crecimiento
folicular. Ademas, también se determind que las células de la granulosa eran las
primeras poblaciones celulares que sufrian apoptosis en los foliculos atrésicos, antes
que los ovocitos y las células de la teca, sugiriendo su papel como iniciadores de la
atresia folicular.

La apoptosis se asocia con la atresia folicular en ciclos naturales y estimulados;
se trata de un proceso fisiolégico y activo de muerte celular que implementa una
disposicion eficaz de las células en los tejidos (Kerr et al. 1972). La apoptosis se
caracteriza por un conjunto uniforme de cambios morfoldgicos que finaliza con la
fragmentacion de la célula en cuerpos apoptéticos que contienen citoplasma, cromatina
condensada y organulos, y que son engullidos y digeridos bien por las células vecinas
bien por macrofagos, y que posteriormente son eliminados del tejido correspondiente

sin causar respuesta inflamatoria. La apoptosis es diferente de la necrosis 0 muerte
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celular accidental, la cual se caracteriza por la autolisis nuclear y desintegracion celular;
la necrosis deriva de una agresion intensa que causa pérdida de la integridad de
membrana y disrupcion celular. Durante la necrosis, el DNA celular se degrada
inespecificamente y el contenido celular se extiende por el tejido circundante,
generando una reaccién inflamatoria (Majno and Joris 1995).

La atresia folicular es un proceso regulado hormonalmente con una respuesta
diferencial por parte de los foliculos que depende del estadio de desarrollo en el que se
encuentren. Los principales factores fisiologicos que regulan la supervivencia celular
son las gonadotropinas; la eliminacion de las gonadotropinas séricas como consecuencia
de una hipofisectomia conduce a una apoptosis masiva de las células de la granulosa en
los foliculos en desarrollo resultando en la atresia del propio foliculo, mientras que el
tratamiento con gonadotropinas de los foliculos antrales tempranos y pre-ovulatorios
previene la atresia folicular espontanea en cultivo (Chun et al. 1994). Como se ha
comentado previamente, las células de la granulosa son especialmente sensibles a los
procesos apoptoticos, de modo que la mayoria de foliculos seleccionados durante la
vida reproductiva de una mujer se descartan por atresia no siendo capaces de
evolucionar hasta la etapa de foliculo dominante. Las células somaticas de los foliculos
que logran ovular se sostienen por rutas metabolicas especificas que garantizan la
supervivencia; estas rutas son activadas por las gonadotropinas y factores de
crecimiento que previenen el resultado apoptético (Quirk et al. 2004).

Uno de los objetivos planteados en este estudio, es verificar la eficacia de
distintos tipos de gonadodotropinas a lo largo de un ciclo controlado de estimulacion
ovarica mediante la identificacion de marcadores no morfoldgicos de calidad ovocitaria;
en este caso en particular, se analiza el impacto de diferentes preparados gonadotropicos
en relacion al porcentaje de apoptosis/necrosis en células de la granulosa.

Los resultados de este trabajo indicaron la presencia de diferencias significativas
en cuanto al porcentaje de apoptosis registrado en células de la granulosa sometidas a
distintos protocolos de estimulacion; en ciclos estimulados con hMG, y por tanto con
una administracion continuada de LH desde el inicio del tratamiento, el porcentaje de
actividad apoptdtica, tanto precoz como tardia, es significativamente mayor en
comparacion con los ciclos estimulados con FSHu o FSHr. Por el contrario, el analisis
de la influencia del tipo de gonadotropinas sobre la proporcion de células necréticas no
revela diferencias significativas entre ninguno de los tres preparados evaluados, lo que

sugiere la ausencia de efecto citotoxico de la farmacologia empleada.
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El uso de un determinado tipo de gonadotropina condiciona los niveles de FSH
registrados el dia de la puncién folicular. En este caso, se observd que los ciclos
estimulados con FSHu, y que registran las mayores concentraciones de FSH en liquido
folicular, presentaban menor porcentaje de células apoptéticas cuando se analizo la
presencia de anexina V (apoptosis precoz) y cuando se determinaron los niveles de
fragmentacion del DNA (apoptosis tardia). Estos resultados coinciden con otros trabajos
(Billig et al. 1996, Chun et al. 1994, Chun et al. 1996, Hussein et al. 2005) que han
demostrado que el tratamiento con gonadotropinas suprime la apoptosis tanto en
foliculos antrales tempranos como en foliculos pre-ovulatorios, confirmando la funcion
de la FSH como factor de supervivencia.

El grado de apoptosis en las células de la granulosa de foliculos pre-ovulatorios
podria estar inversamente relacionado con la calidad embrionaria. EI mayor porcentaje
de apoptosis observado en nuestro estudio en los ciclos estimulados con hMG no
coincide con los resultados obtenidos en trabajos previos (Ruvolo et al. 2007) que
sugieren una menor tasa de apoptosis en presencia de actividad LH. En el articulo de
Ruvolo se aplicé un protocolo con FSHr y posteriormente LHr a partir del dia 8 de
estimulacidn, mientras que en nuestro estudio la LH esta presente desde el inicio de la
estimulacion por lo que los resultados no son comparables. Es mas, el hecho de que la
LH sea responsable de la sintesis de andrégenos en el metabolismo esteroideo explicaria
por qué los tratamientos con hMG, y con niveles significativamente méas elevados de
testosterona, se vean mas afectados por procesos apoptéticos ya que se ha determinado
que un aumento de la carga androgénica eleva la actividad apoptdtica (Billig et al.
1993). Tampoco hay que descartar la presencia de impurezas adicionales en el
preparado comercial de la hMG al tratarse de una gonadotropina no purificada; se han
publicado estudios (Bassett et al. 2009, Bassett and Driebergen 2005) que muestran que
la mayoria de gonadotropinas de origen urinario contienen contaminantes proteicos
adicionales que varian tanto en identidad como en cantidad entre lotes. Teniendo en
cuenta estos argumentos, podriamos pensar que la variabilidad en las proteinas no-
gonadotrépicas es capaz de ejercer un efecto mas acusado sobre la actividad apoptética,
hecho que nos conduciria a las diferencias registradas entre los distintos tipos de
gonadotropinas y que se hacen especialmente evidentes en el caso de la hMG con
respecto a los otros tratamientos examinados.

Otra linea de analisis estaria basada en el caracter anti-apoptotico de GDF-9 y en
su funcion como inhibidor de la apoptosis en celulas de la granulosa (Orisaka et al.
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2006). Los resultados de nuestro estudio coinciden con los de publicaciones anteriores
al observarse que los tratamientos con mayores concentraciones de GDF-9 son los
menos afectados por la apoptosis folicular; segln los resultados descritos previamente,
concentraciones elevadas de FSH suponen un aumento en la expresion de GDF-9
ovocitario y en consecuencia un descenso de la actividad apoptética y de la atresia
folicular. GDF-9 media este efecto de supervivencia a través de la activacion de la ruta
PI3K/Akt. Las gonadotropinas y determinados factores de crecimiento activan esta ruta
que previene la apoptosis en células de la granulosa y foliculos en cultivo; PI3K cataliza
la sintesis de IP3 que activa a otras kinasas, incluyendo Akt, que a su vez fosforila a
moléculas pro-apoptéticas las cuales ven suprimidas sus funciones. En el ovario, las
gonadotropinas aumentan el contenido en Akt fosforilado (p-Akt) en las células de la
granulosa inhibiendo la apoptosis tanto in vivo como in vitro, mientras que la
eliminacién del aporte gonadotropico disminuye la fosforilacion de este ligando e
induce apoptosis (Blume-Jensen and Hunter 2001).

En lo que respecta al papel de los esteroides sexuales, éstos actlan como
importantes reguladores intra-ovaricos de la atresia folicular. Los andlisis in situ de
fragmentacion del DNA han demostrado que la apoptosis inducida por falta de
estrogenos esta confinada a las células de la granulosa (Billig et al. 1993), mientras que
el aumento de la carga androgénica, se relaciona con un incremento de la actividad
apoptotica. En conjunto, se demuestra que los esteroides sexuales desempefian un papel
importante en la regulacién de la apoptosis folicular con los estrégenos previniendo la
apoptosis, y los andrégenos antagonizando los efectos de los estrégenos.

De acuerdo a esta informacion, los resultados obtenidos con la hMG resultan
controvertidos, puesto que a pesar de contar con las mayores concentraciones de
estradiol, los datos derivados de la citometria de flujo indican que se trata de los
tratamientos mas afectados por la apoptosis. Esta situacion puede explicarse por la
presencia de LH, que desempefia un papel marginal en la regulacion de la apoptosis
folicular, pero que influye significativamente en el perfil endocrino del foliculo al
estimular la sintesis de andrdgenos en las células de la teca. En los ciclos estimulados
con hMG la concentracion periférica de testosterona es significativamente mayor, de
modo que aunque también se registren variaciones significativas en las concentraciones
de estradiol, las diferencias relevantes obtenidas en estos ciclos en relacion a la
actividad apoptdtica se explicarian por una dominancia de los androgenos sobre los

estrdgenos, con el consiguiente aumento de la atresia folicular.
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Aunque se han llevado a cabo numerosas investigaciones centradas en el efecto
de varios factores de crecimiento sobre la supervivencia de las células de la granulosa,
la funcidn de la progesterona como modulador potencial de la apoptosis en células de la
granulosa ha recibido poca atencion. El concepto de que la progesterona puede actuar
como factor autocrino/paracrino intraovarico se propuso hace mas de 30 afios (Schreiber
and Hsueh 1979) y desde entonces, numerosas publicaciones han demostrado el efecto
de la progesterona como factor de supervivencia en el periodo peri-ovulatorio y en las
células luteas, ya que se ha descrito que el tratamiento de células de la granulosa
luteinicas con antagonistas frente a este receptor suponen un aumento en la
fragmentacion internucleosomal del DNA y en la actividad de las caspasas (Svensson et
al. 2000).

Un hecho fundamental del desarrollo folicular es la expresion de receptores para
FSH por parte de los foliculos antrales los cuales se vuelven dependientes de esta
gonadotropina para su supervivencia. El foliculo que sobrevive comienza a expresar
receptores para LH, requisito indispensable para la ovulacion; junto al pico ovulatorio
de LH, se observa una sobre-expresion transitoria de receptores de progesterona en las
células de la granulosa, cuya estimulacion estd implicada en la regulacion de la
supervivencia de las células de la granulosa luteinicas (Rolaki et al. 2005). En linea con
lo expuesto anteriormente, los tratamientos con FSHu caracterizados por niveles de
progesterona y FSH mas elevados, aunque no significativos, explicaria que estos ciclos
se vieran menos afectados por los procesos de atresia folicular. En resumen, podriamos
pensar que o bien la administracion de una gonadotropina no purificada, o bien la
presencia de LH desde el inicio de la estimulacién, podrian actuar como factores
probables de los porcentajes significativamente elevados de atresia folicular observada
en los tratamientos con hMG. Por ultimo, la ausencia de diferencias significativas en
cuanto a la proporcion de células necréticas es sugestiva de que los preparados
gonadotropicos empleados en los protocolos de estimulacion ovérica controlada carecen

de efecto citotdxico significativo.

Andlisis de los patrones de expresion génica en células del camulo en funcion
del tipo de gonadotropina.
Desde hace relativamente poco tiempo, las estrategias de evaluacion global que

3

incluyen genéricamente a las “-0micas” han comenzado a aplicarse con éxito en el

campo de la medicina reproductiva. Estas nuevas tecnologias aportan herramientas
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capaces de evaluar directamente y de manera no-invasiva la competencia reproductiva
de un embrion considerado individualmente. Especificamente, la transcriptomica
permite la monitorizacion de los cambios en la expresion génica para la identificacion
de genes o grupos de genes funcionalmente relacionados con un fenotipo celular o
tisular. Con el desarrollo de la tecnologia de microarrays, el interés se ha centrado en el
analisis de la expresion génica en ovocitos humanos (Assou et al. 2006), células del
cimulo (Assou et al. 2010), desarrollo embrionario temprano (Zhang et al. 2009) y
endometrio (Haouzi et al. 2009) para aumentar los conocimientos en relacion a eventos
pobremente definidos que ocurren durante la ovogénesis, embriogénesis e implantacion;
ademas, el andlisis de la maduracion ovocitaria con esta técnica ayuda a la
identificacion de genes implicados en el proceso de maduracion citoplasmica y nuclear
y de puntos de control que regulan la adquisicion de la competencia ovocitaria (Gasca et
al. 2007). El andlisis transcriptomico en el contexto de gametos puede servir a diferentes
propdsitos; puede usarse para determinar el fenotipo de una célula con el objetivo de
comprender un fenémeno fisiol6gico, con propositos diagnésticos donde el fin es
determinar el mejor ovocito, que posteriormente derive en el mejor embrion para
transferir y/o para evaluar la respuesta a la estimulacion hormonal. Puesto que no
tenemos una imagen claramente definida de la fisiologia normal de un foliculo no
estimulado, todavia estamos lejos de comprender la de un foliculo estimulado; los
analisis transcriptomicos ayudan a describir las diferencias observadas y eventualmente
aportan respuestas sobre las causas de estas variaciones.

Aunque en las Ultimas décadas se ha desarrollado una importante labor
investigadora, el espectro completo de los genes modulados por LH y FSH todavia no
se ha descrito. Hay que tener en cuenta que el ovario esta compuesto de varios tejidos y
tipos celulares que no necesariamente contienen el mismo repertorio de expresién
génica (Amsterdam et al. 1989), hecho que a su vez influye en los cambios modulados
por gonadotropinas durante estadios especificos de la diferenciacion de las células
foliculares. Existen numerosos estudios que comparan la eficacia clinica de los distintos
preparados gonadotrépicos (Al-Inany et al. 2008, Coomarasamy et al. 2008, Van Wely
et al. 2008) aunque los resultados son ambiguos y dificiles de interpretar debido a la
gran cantidad de variables de confusion; Sin embargo, hay muy pocos trabajos que
hayan investigado el impacto de gonadotropinas especificas sobre la fisiologia de las

células foliculares. Comprender las diferencias en la expresion génica de las células del
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cumulo podria tener amplias indicaciones en la maduracion ovocitaria y en el desarrollo

embrionario temprano y por tanto, en los resultados clinicos.

-FSHu vs hMG

Cuando analizamos las diferencias en los patrones de expresion génica entre
FSH urinaria y hMG observamos el mayor niumero de genes con expresion diferencial,
en proporcion con las representaciones graficas obtenidas en los analisis de “clustering”
y de PCA. Estos datos pueden resultar sorprendentes ya que ambas gonadotropinas
comparten la misma isoforma de FSH, por lo que las diferencias pueden deberse bien a
la actividad LH en forma de hCG, bien a las impurezas adicionales presentes en las
gonadotropinas de origen urinario. A la vista de los resultados obtenidos, podriamos
descartar la influencia de la LH ya que las diferencias registradas entre la FSH
recombinante y la hMG, con mas contrastes estructurales, son menos acusadas. Por lo
tanto, es posible asumir que la variabilidad en las proteinas no-gonadotropicas y otros
productos urinarios ejerce un efecto méas destacado en los patrones de expresion génica.

Se han publicado estudios (Bassett et al. 2009, Bassett and Driebergen 2005) que
muestran que la mayoria de gonadotropinas de origen urinario contienen contaminantes
proteicos adicionales que varian tanto en identidad como en cantidad entre lotes; por
ejemplo, se ha demostrado que la FSH urinaria y la hMG tienen contaminantes muy
distintos; aunque ambos productos contienen proteina C inhibidora, alfa 2-antiplasmina
e IGFBP7. La hMG contiene ademas albimina sérica humana, antitrombina 11l y alfa 1-
antitripsina no presentes en la FSH urinaria (Bassett et al. 2009). La relevancia
biol6gica de estas impurezas proteicas se desconoce, aunque ciertos estudios con
modelos animales han revelado que las gonadotropinas urinarias ejercen efectos
perjudiciales sobre la expresion génica en el periodo peri-implantatorio (Sibug et al.
2007).

La principal barrera para mejorar la calidad de las gonadotropinas urinarias se
localiza en el control del material de partida. Ademas de las diferencias introducidas en
los patrones de expresion génica por la presencia de contaminantes adicionales, otro
factor a tener en cuenta podria estar relacionado con las diferencias en el propio
componente de la FSHu; como hemos comentado anteriormente, la FSHu incluida en
los ciclos estimulados con hMG no esté purificada. Asi, otro punto de variacion de la
expresion génica podria explicarse en funcion de las diferencias introducidas por la

propia gonadotropina a pesar de que ambos preparados comparten la misma isoforma de
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FSH. Esta combinacion de factores de variabilidad conduce a las diferencias registradas
entre gonadotropinas y que se hacen especialmente evidentes entre la hMG y la FSHu.

En cuanto al andlisis detallado de los patrones génicos, podriamos destacar las
variaciones observadas en la expresion de enzimas implicadas en rutas biosintéticas,
donde se registran diferencias significativas a favor de la FSHu en enzimas como
HMGCR, MVD, DHCR7, HSD3B1 y la aromatasa poniendo de manifiesto las
diferencias introducidas por la combinacion de la actividad LH con las diferencias en el
contenido de contaminantes proteicos. El resultado es la consiguiente disminucion,
aunque no significativa, en la concentracion de progesterona en los ciclos estimulados
con hMG con respecto a la FSHu. Ademas, estas notables diferencias en los patrones de
expresion genica se correlacionan con los datos obtenidos en los analisis de
enriquecimiento funcional, con una amplia variedad de procesos biologicos
significativamente afectados, entre los que destacan aquéllos relacionados con rutas
biosintéticas y metabolicas asociadas a las hormonas esteroideas.

En resumen, las diferencias estructurales y en los procesos de purificacion y
sintesis tanto de la FSH urinaria como de la hMG explicarian las diferencias existentes

en los perfiles de expresion génica que determinan el equilibrio hormonal final.

-FSHu vs FSHr

En lo que respecta a las diferencias en los perfiles de expresion génica entre
FSHr y FSHu, que comparten la ausencia de actividad LH y que varian en la isoforma
FSH, son los tratamientos que mas se parecen entre si desde el punto de vista génico, lo
que se demuestra por la ausencia de los genes implicados en rutas de sintesis de
colesterol y hormonas esteroideas. Ademas, este hecho también podria explicar la
similitud en los perfiles hormonales derivados de cada uno de los protocolos evaluados
en lo que a concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol se refiere.

Los anélisis de enriquecimiento funcional confirman las explicaciones anteriores
al no encontrarse diferencias significativas en los procesos biol6gicos relacionados con
la sintesis y metabolismo de lipidos, esteroles y hormonas esteroideas, viéndose
unicamente afectados componentes celulares relacionados con la actividad secretora de

la célula, y que favorecen a los ciclos estimulados con FSHu.
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-FSHr vs hMG

Como ya hemos comentado anteriormente, las preparaciones gonadotrdpicas
que difieren en su contenido en LH estan asociadas a diferentes perfiles endocrinos y
paracrinos. La administracion de FSHr o de hMG modifica de forma significativa la
expresion de 75 genes en células del cimulo peri-ovulatorias. Recordar que la principal
diferencia entre ambos tipos de gonadotropinas reside en la ausencia o presencia de
actividad LH, aunque también hay que tener en cuenta las diferencias en la isoforma de
FSH, con una actividad FSH especifica que puede contribuir a las diferencias
observadas en el perfil génico.

A pesar de las profundas diferencias estructurales entre ambas moléculas y en el
perfil endocrino derivado de cada una de ellas, resulta interesante destacar la ausencia
de diferencias significativas en los niveles de expresion génica de enzimas que
participan en la modulacion del entorno hormonal y metabolico del ovocito.

En consonancia con estos resultados, se observd que la mayoria de genes DE
estaban relacionados con procesos de regulacion del desarrollo (MT3, 1L27, ANGPTL4
0 CD83) y con componentes celulares implicados en el transporte de moléculas
extracelulares como asi lo demuestra la amplia variedad de receptores con diferencias
significativas entre ambos grupos de estudio (CXCR7, CXCL1, OXTR, GRB14). Estos
resultados demuestran que la estimulacion con gonadotropinas afecta a mdultiples
aspectos de las rutas de sefializacion de las células de la granulosa, aunque todavia estan

por definir si estas diferencias afectan a la funcién ovocitaria.

-Patrones de expresién de genes implicados en procesos apoptoticos.

La modulacion de los genes implicados en apoptosis también se ve afectada por
el tipo de gonadotropina empleado durante la estimulacion ovarica.

Por ejemplo, en este trabajo se observan diferencias significativas en la
expresion de NR4A3, gen implicado en la supervivencia folicular, a favor de los
tratamientos con FSHu y FSHr con respecto a los procedimientos con hMG, hecho que
se correlaciona con unos mayores registros de actividad apoptotica.

Otro gen diferencialmente expresado es GAL, que codifica para galanina y que
estd implicado en procesos de supervivencia y regeneracion, ya que se ha descrito que la
exposicion a valores elevados de la proteina inhibe la apoptosis (Tofighi et al. 2008);

nuestros datos muestran que la expresion de GAL es significativamente menor en los
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protocolos con hMG, lo que explicaria por qué las tasas de apoptosis son
significativamente mayores en estos ciclos.

Otros marcadores apoptoticos evaluados son SDC2, TNFSF11 y TNFSF4, que al
igual que en los casos mencionados anteriormente, aparecen mas expresados en los
tratamientos con hMG.

En conjunto, estos resultados confirman la influencia del tipo de gonadotropina
sobre los patrones de expresion de genes implicados en procesos de muerte celular, ya
que la presencia de variaciones significativas en determinados genes esta correlacionada
con los resultados obtenidos de la evaluacidn de la tasa de apoptosis en células de la
granulosa en funcién del protocolo de estimulacién. Sin embargo, a pesar de las
ventajas derivadas del patron de expresion génica obtenido en los ciclos estimulados
con FSHu y FSHr, no se obtuvieron diferencias significativas a favor de estos
tratamientos en cuanto a porcentaje de ovocitos maduros. Por tanto, a pesar del efecto
diferencial del protocolo de estimulacion sobre la expresion génica, no es posible
describir una clara correlacion entre el analisis transcriptomico y una mejora sustancial
de la calidad ovocitaria, de modo que en pacientes jovenes con buen prondstico parece
que se podria aplicar cualquier tipo de gonadotropina sin comprometer los resultados
del tratamiento.

Nuestros resultados muestran que ninguno de los genes identificados
previamente como posibles marcadores de calidad ovocitaria (Cillo et al. 2007,
Feuerstein et al. 2007, Gasca et al. 2007, Ouandaogo et al. 2011) presenta diferencias
significativas en los distintos analisis comparativos. Esta circunstancia podria deberse a
que no se expresan diferencialmente, que sus niveles de expresion se encuentran por
debajo del umbral de deteccion de la plataforma de microarrays o a la presencia de
variaciones experimentales en el procesamiento de la muestra. En cualquier caso,
podriamos considerar que los genes descritos en este trabajo tambien pueden
considerarse como marcadores de la calidad ovocitaria ya que participan en rutas
metabolicas y procesos bioldgicos que definen las condiciones 6ptimas de maduracion
ovocitaria.; sin embargo, dada la complejidad de las interacciones observadas y del
limitado conocimiento acerca de la funcion de los genes expresados en células del
cumulo, es dificil explicar la totalidad de las correlaciones bioldgicas.

En resumen, se demuestra que el tipo de gonadotropina empleado durante un

protocolo de estimulacion ovérica afecta a los patrones de expresion génica en células
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del camulo, confirmando los resultados obtenidos en cuanto a diferencias en el perfil

endocrino y en tasas de apoptosis.
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CONCLUSIONES
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Los resultados de los diferentes trabajos recogidos en esta memoria han dado
lugar a las siguientes conclusiones:

1.- No existen diferencias significativas en los niveles de GDF-9 y BMP-
15 entre los tres tratamientos de estudio.

2.- El tipo de gonadotropina determina el posterior perfil hormonal,
registrandose diferencias significativas en las concentraciones de estradiol y
testosterona en los ciclos estimulados con hMG.

3.- El tipo de gonadotropina afecta notablemente a la tasa apoptética en
las células de la granulosa aunque se descarta un efecto citotoxico de los farmacos
empleados al no registrarse diferencias significativas en los porcentajes de necrosis.

4.- La gonadotropina administrada durante un protocolo de estimulacion
afecta significativamente a los patrones de expresion génica en las células del cimulo.

5.- No se observd ninguna correlacion entre los tres parametros usados
como marcadores de calidad ovocitaria (factores de secrecion ovocitaria y perfil
endocrino, tasas de apoptosis y necrosis y patrones de expresion génica) y los criterios
de madurez ovocitaria basados en la proporcion de ovocitos en metafase II.

6.- Resulta evidente la necesidad de buscar nuevos parametros no-
invasivos de evaluacion de la calidad ovocitaria. Una mayor comprension de estas
herramientas nos ayudara a definir parametros cuantitativos y objetivos con el proposito

de establecer una evaluacion cualitativa del gameto femenino mas fiable y precisa.
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