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Resumen

El desarrollo vascular en el tracto reproductivo
femenino es un proceso que se encuentra restringido a
la formacién del cuerpo ldteo y a la proliferacion del
endometrio uterino durante los ciclos menstruales. Se
han identificado numerosos inductores de la angiogé-
nesis, que incluyen, entre otros, los miembros del fac-
tor de crecimiento fibroblastico (FGF) y la familia del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
angiopoyetinas (ANGPT), factor de crecimiento trans-
formante (TGF) y factor derivado de plaquetas (PDGF).
Los defectos en la angiogénesis ovdrica contribuyen a
una variedad de desérdenes, incluyendo anovulacién
e infertilidad, pérdida de embarazo, sindrome de hi-
perestimulacién ovéarica (SHEO), sindrome de ovario
poliquistico (SOP) y neoplasmas ovéricos. Es decir, el
endotelio es una fuente y un blanco de sustancias va-
soactivas que son secretadas debido a las condiciones
que se desencadenan durante los desérdenes ya men-
cionados. Para evaluar los mecanismos bioquimicos y
moleculares que participan en la angiogénesis, se han
desarrollado métodos in vitro (migraciéon por herida,
tubulogénesis, etc.) e in vivo (implante de Matrigel,
membrana corionalantoide, etc.). Los ensayos in vitro
pueden ser ttiles para validar los primeros pasos de la
angiogénesis pero deben ser confirmados por estudios
in vivo. En particular, los ensayos in vitro e in vivo des-
criptos en este trabajo para evaluar el desarrollo de los
vasos pueden ser aplicados para el estudio de desorde-
nes reproductivos con alteraciones en la angiogénesis
(SHEO, SOP, cancer de ovario, etc.) mediante la uti-
lizacién del suero, liquido peritoneal, fluido folicular
o de biopsias de distintos tejidos provenientes de las
pacientes.
Palabras clave: angiogénesis, reproducciéon femenina,
endotelio, pericitos.

Abstract

Vascular development is a process mainly limit-
ed to the female reproductive system during corpus lute-
um formation and proliferation of uterine endometrium
in menstrual cycles. Numerous inducers of angiogenesis
have been identified, including the members of the FGF-
2 (Basic Fibroblast Growth Factor) and Vascular Endo-
thelial Growth Factor A (VEGF) family, angiopoietins,
transforming growth factors (TGF) and platelet-derived
growth factor (PDGF).

Alterations of ovarian angiogenesis contribute
to the pathophysiology of different ovarian conditions
such as anovulation and infertility, Ovarian Hyperstim-
ulation Syndrome (OHSS), Polycystic Ovary Syndrome
(PCOS), pregnancy lost, uterine bleeding, subfertility,
endometriosis and ovarian neoplasms. Because of the
described reasons, in these pathologic situations, the
endothelium would be a potencial target due to be the
source of vasoactive substances. For the evaluation of
biochemical and molecular mechanisms involved in the
angiogenesis process, in vitro (wound healing assay, tu-
bular structures formation) and in vivo (Matrigel plug
assay, chorioallantoid membrane assay) methodology
has been developed. While in vitro assays are useful for
the study of early angiogenesis, the observations must be
confirmed with in vivo techniques. Particularly, in this re-
view, both in vivo and in vitro assays described are those
which are used for the comprehension of reproductive dis-
orders with altered angiogenesis (OHSS, PCOS, ovarian
cancer; etc.). These techniques are performed on patient’s
serum, peritoneal or follicular fluid or tissue biopsies.
Key words: angiogenesis, female reproduction, endothe-
lium, pericites.

Generalidades
La angiogénesis que ocurre en el adulto es el
proceso por el cual se forman vasos sanguineos nuevos
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a partir de vasculatura preexistente (1). Esta vascula-
tura es modificada mediante el brote y crecimiento de
nuevos vasos para formar finalmente patrones de vasos
interconectados caracteristicos de los vasos sanguineos
maduros. La vasculatura previamente formada debe pri-
mero desestabilizarse para permitir la formacién de nue-
vos vasos sanguineos que irriguen tejidos previamente
avasculares. Luego, las células endoteliales proliferan y
migran para formar estructuras tubulares inmaduras que
terminan siendo redes vasculares interconectadas. Esta
vasculatura nueva debe madurar para ser completamente
funcional. Durante este proceso, las nuevas células en-
doteliales se integran y se unen fuertemente a células
soporte, como pericitos y células musculares lisas, y a la
matriz que rodea el vaso (2) (FIGURA 1).

El desarrollo vascular, en el tracto reproductivo
femenino, es un proceso que se encuentra restringido a
la formacién del cuerpo ldteo y a la proliferacion del en-
dometrio uterino durante los ciclos menstruales. Se han
identificado numerosos inductores de la angiogénesis
(3). Estos incluyen, entre otros, los miembros del factor
de crecimiento fibroblastico (FGF) y la familia del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), angiopo-
yetinas (ANGPT), factor de crecimiento transformante
(TGF) y el factor derivado de plaquetas (PDGF) (4).

Mientras que el VEGF es el principal iniciador
de la angiogénesis, ya que estimula la proliferacién de
células endoteliales y aumenta la permeabilidad vascular,
la formacién y diferenciacién de una red vascular madu-
ra y funcional requiere de la accién coordinada de varios
factores. Entre estos se encuentran la angiopoyetina 1y

2 (ANGPT-1 y ANGPT-2), que actian a través de sus
receptores tirosina-quinasa Tiel y Tie2 (5). Contraria-
mente al VEGF, la ANGPT-1 es incapaz de estimular la
proliferacién de células endoteliales pero es indispen-
sable para estabilizar estas células y las c€lulas de mus-
culo liso (5). La ANGPT-1 es capaz de inducir la fosfo-
rilacién de Tie-2, que desencadena su accién bioldgica.
La ANGPT-2 se une al Tie-2 con la misma afinidad que
la ANGPT-1, pero no fosforila al receptor, por lo tanto,
actda como un antagonista natural de ANGPT-1 (5). Tra-
bajos previos han demostrado la expresion de ARNm de
VEFG, ANGPT-1 y 2 en el ovario de la rata (5), bovinos
(6) y monos (7), lo que sugiere el rol de estos factores en
la angiogénesis ovarica. Otro factor angiogénico potente
es el PDGF, que recluta las células periendoteliales (pe-
ricitos y células de musculo liso) actuando concertada-
mente con el sistema de ANGPT (8). En particular, se ha
encontrado expresion de miembros de la familia de PDGF
en ovarios de ratones, ratas y humanos (9). Los efectos
bioldgicos de estos factores estdn mediados por dos re-
ceptores del tipo tirosina-quinasa, receptores PDGFa y f3.
Las isoformas PDGFA, PDGFB y PDGFC se unen al re-
ceptor PDGFa, mientras que PDGFB y PDGFD se unen
al receptor PDGF.

En ovario de rata se ha descripto la expresién
y localizacién celular de ANGPT-1, ANGPT-2 y de
su receptor Tie-2, asi como también el de VEGF y
su receptor FLK-1, durante la foliculogénesis (10).
Ademads, en nuestro laboratorio se ha demostrado que
la inhibicién de VEGF y ANGPT-1, mediante la ad-
ministracion local en el ovario de rata de Trap (inhi-
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Figura 1. Descripcién de los distintos pasos de la angiogénesis.
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bidor de VEGF) o de un anticuerpo neutralizante
anti-ANGPT-1, causa un desbalance en la relacién
proteinas antiapoptéticas:proapoptdticas, que lleva
a un gran numero de foliculos a la atresia (11,12).

Por otra parte, recientemente hemos observa-
do que un inhibidor selectivo de los receptores PDGF
(AG1295) aumenta el nimero de foliculos atrésicos en
ovarios procedentes de ratas tratadas con gonadotrofi-
nas. En este mismo modelo, el tratamiento con AG1295
provoca la aparicién de foliculos hemorragicos (resulta-
dos no publicados aiin). Estos resultados sugieren que
la inhibicién del sistema de PDGF provoca la falta de
reclutamiento de células periendoteliales en el ovario,
que son esenciales para la madurez de los vasos recién
formados.

Esto es de especial interés debido a que los de-
fectos en la angiogénesis ovdrica contribuyen a una va-
riedad de desordenes, incluyendo anovulacion e inferti-
lidad, pérdida de embarazo, SHEO, SOP y neoplasmas
ovdricos (13,14).

Angiogénesis alterada I: sindrome de hiperestimula-
cion ovarica (SHEO)

El SHEO es una complicacién iatrogénica seve-
ra del crecimiento y la maduracién folicular ocasionada
por la induccién de la ovulacién en tratamientos de fer-
tilizacion asistida (ART), en los cuales se realiza hiper-
estimulacién ovdrica con altas dosis de gonadotrofinas.
La prevalencia de SHEO se encuentra entre el 5-10% de
las pacientes que se someten a ART. Ademads, la forma
severa de SHEO afecta al 0,5-5% de estas pacientes y
son necesarios cuidados intensivos inmediatos. Se han
descripto varios sistemas de clasificacién del SHEO, si
bien el més aceptado es el de Golan y cols. (1988) (15),
quienes lo clasifican en tres estadios y 5 grados:

Estadio leve: grado I: presencia de distension/
malestar abdominal; grado 2: igual al anterior, mas v6-
mitos o diarrea y ovarios de 5-12 cm.

Estadio moderado: grado 3: caracteristicas
similares al grado leve més la presencia ecogréfica de
ascitis.

Estadio severo: grado 4: caracteristicas simila-
res al grado moderado, mds signos de ascitis/hidrotérax
o dificultad respiratoria y grado 5: todo lo anterior, mas
cambios en el volumen sanguineo, aumento de la visco-
sidad sanguinea por hemoconcentracién, trastornos de la
coagulacidn, alteraciones de la funcién renal y proble-
mas tromboembdlicos.

Actualmente, los criterios utilizados para pre-
decir el desarrollo de SHEO son: niveles de estradiol
(E2) (mayor de 4000 pg/ml), nimero de foliculos en el
dia de administracién de gonadotrofina coriénica hu-
mana (hCG) (mas de 20 foliculos mayores a 18 mm)
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y la presencia de ovarios poliquisticos por ultrasonido.
Las caracteristicas del sindrome involucran: aumento
en el tamafio del ovario, sobreproduccién de hormonas
esteroideas y sustancias vasoactivas, que contribuyen al
aumento de permeabilidad vascular, presencia de ascitis
y formacién de quistes, que pueden involucrar al teji-
do lutefnico y ser hemorragicos. Estas caracteristicas
estarian indicando que la angiogénesis juega un papel
importante en el desarrollo de esta patologia, si bien en
la actualidad es escasa la informacion disponible acerca
de la patofisiologia de la enfermedad y de sus posibles
tratamientos. A pesar del monitoreo de la ovulacién por
ultrasonido y de la medicién de los niveles de E2, estas
medidas son atn insuficientes para detectar los casos de
SHEO. Debido a ello, actualmente se aplican ademads
otras medidas para evitar una respuesta ovarica exagera-
da; como son la cancelacién del protocolo, disminucién
de la dosis de hCG y el reemplazo de hCG por agonis-
tas de la GnRH como inductores de la ovulacion. Se ha
observado que los niveles séricos de VEGF aumentan y,
por consiguiente, se incrementa la permeabilidad vascu-
lar luego de la administracién de hCG en mujeres hiper-
estimuladas con riesgo a desarrollar SHEO (16).

Angiogénesis alterada II: SOP

El SOP es un sindrome complejo caracterizado
por una disfuncién ovarica que frecuentemente se pre-
senta asociado a la resistencia a la insulina como condi-
cion sistémica. Sus manifestaciones se observan no solo
durante la edad reproductiva de la mujer, sino a través
de toda su vida, con riesgo de padecer diabetes tipo 2,
sindrome metabdlico y con las consiguientes compli-
caciones psicoldgicas que genera, como ansiedad y de-
presion. Sus principales caracteristicas son el hiperan-
drogenismo y la morfologia de ovario poliquistico (17).
Presenta como principales manifestaciones clinicas la
infertilidad, ausencia o irregularidades menstruales, sig-
nos de exceso de andrégenos y obesidad (18).

A pesar de ser la alteracién endocrina con mayor
prevalencia entre las mujeres en edad fértil, su definicién
aun es controvertida y muchos aspectos de su patofisiolo-
gia atin no se conocen. Se han realizado varios consensos
respecto al diagndstico de esta patologia; actualmente se
acepta el acordado en 2003 en Rotterdam, en el que parti-
ciparon la European Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) y la American Society for Repro-
ductive Medicine (ASRM) (19). En esa reunion se conclu-
y6 que el SOP es un sindrome caracterizado por diversos
signos y sintomas, por lo que la presencia de uno solo de
ellos no es suficiente para realizar un diagndstico. Por ello,
se diagnostica a una paciente con SOP cuando presenta al
menos dos de los siguientes sintomas: hiperandrogenis-
mo clinico o bioquimico, oligo o anovulacién y ovarios
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poliquisticos por ultrasonido. Ademas, el SOP continda
siendo definido como un sindrome, es decir, no existe
un dnico criterio para su diagnéstico. Més atin, conti-
nda siendo también un diagndstico de exclusidon, donde
es necesario descartar la presencia de otras alteraciones
endocrinas conocidas que puedan estar produciendo los
mismos signos y sintomas para diagnosticar SOP (19).

Las pacientes con SOP tienen altos niveles de
VEGEF en suero (20,21), el que proviene de una elevada
produccién ovdrica (22). Por esta razén, tienen mayor
riesgo de desencadenar SHEO al ser estimuladas con
gonadotrofinas (20). El VEGF es el principal candidato
involucrado en la patogénesis de SHEO (23), es por esto
que las pacientes con SOP, al tener niveles basales eleva-
dos de VEGF, son pacientes de riesgo en el caso de una
estimulacién de la ovulacién.

En el SOP el mecanismo autocrino/paracrino
en el ovario que culmina con la ovulacién de un solo
foliculo se encuentra alterado. Una de las causas de esta
pérdida en la regulacién seria el aumento en la expresion
de VEGF por las células oviricas, lo que produciria un
aumento en el flujo sanguineo de la cohorte de foliculos
en desarrollo, que inhibe la atresia folicular y por consi-
guiente, produce un crecimiento de muchos foliculos en
forma simultdnea en estas pacientes cuando son estimu-
ladas con gonadotrofinas (11). Esta es una de las causas
por las que se trata de evitar los protocolos de induccién
de la ovulacion cldsicos y se intenta utilizar el citrato de
clomifeno (CC) como primera linea de tratamiento.

En modelos animales de SOP, se ha visto que
ademas del aumento de VEGF en ovario, también esta
aumentado el sistema de ANGPT y existe un mayor
recubrimiento de los vasos sanguineos con cé€lulas pe-
riendoteliales. En fluido folicular humano proveniente
de pacientes con SOP, también se ha encontrado un au-
mento del sistema de ANGPT-1 (resultados prelimina-
res). Es por esto que se propone el estudio de los factores
angiogénicos como estrategia de diagndstico y/o trata-
miento para este sindrome (24).

Angiogénesis alterada III: neoplasmas ovaricos

Hemos nombrado las caracteristicas de la an-
giogénesis fisioldgica en cuanto a su transitoriedad y su
fina regulacion. Las células tumorales producen grandes
cantidades de los factores angiogénicos aqui descriptos,
lo que causa un efecto positivo promoviendo un aumen-
to de la angiogénesis en los tumores. La forma en la cual
se da este proceso es objeto de numerosos estudios.

El cancer de ovario es uno de los tipos de tumo-
res sOlidos cuya respuesta a los tratamientos es general-
mente temporal. En la mayoria de los casos es recurrente
y entre las enfermedades ginecoldgicas, es una de las
que posee una mayor relacién fatalidad/caso. Cada afio

existen mas de 190.000 casos de cancer de ovario y €ste
representa el 4% de todos los tipos de cénceres diag-
nosticados en las mujeres a nivel mundial. Debido a la
ausencia de sintomas especificos en los estadios tempra-
nos de esta enfermedad, no existe una estrategia para su
deteccién y al momento de ser diagnosticado, el 75% de
los casos ya es completamente metastésico.

El 90% de los casos de céncer de ovario ocurre
de forma esporadica en la poblacién y solo el 10% posee
un componente hereditario (25). Cuando esta enferme-
dad se encuentra en su estadio mas avanzado, el mejor
tratamiento seria realizar una cirugia apropiada, pero el
problema es que no se logra erradicar hasta el dltimo
residuo de tejido y por eso se hace imprescindible ad-
ministrar quimioterapia en la mayoria de las pacientes.
La prognosis de esta enfermedad puede estar correlacio-
nada con numerosos factores clinicos y biolégicos. El
estadio tumoral, el grado de avance y el tamafo de la
metdstasis se correlaciona con el resultado final luego de
la reduccién del tumor (26,27). El grado de malignidad
de los tumores se clasifica de acuerdo con la Federacién
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y
abarca los estadios I a IV, que involucran crecimiento
del tumor limitado a los ovarios hasta metdstasis distan-
te del sitio de origen.

Haciendo menciéon nuevamente a la terapéu-
tica del cancer de ovario, cabe destacar que los agentes
quimioterapéuticos que se utilizan provocan infertili-
dad y pérdida en la produccién de hormonas sexuales.
La combinacién de la radioterapia y quimioterapia es la
mds dafiina y en casi el 100% de las pacientes tratadas
se desarrolla falla ovarica (28). Ademas, existen pacientes
que recaen y resultan ser resistentes a estas terapias y en
estos casos existen limitadas opciones de tratamiento. Es
por esta razén que actualmente se estdn buscando nuevas
moléculas blanco, que generalmente consisten en facto-
res asociados a caminos intracelulares de los cuales las
células tumorales dependen en cuanto a su proliferacion,
invasion, metdstasis y apoptosis. Debido a esto se estdn
identificando moléculas para futuras terapias que se en-
cuentren alteradas en las células tumorales y que favorez-
can su fenotipo tumoral. Estas células poseen diversos
procesos alterados, como son: el ciclo celular, caminos
intracelulares de sefializacion, mecanismos angiogénicos
y sintesis de receptores de factores de crecimiento. Los
vasos sanguineos intratumorales son muy diferentes de
los vasos normales en cuanto a su estructura, funcién y
permeabilidad, lo que dificulta la transferencia de oxigeno
y nutrientes, e incluso, de los agentes quimioterapéuticos
a las células tumorales (29). La angiogénesis tumoral es
un proceso critico involucrado en el crecimiento y en la
metdstasis del cdncer de ovario. En cuanto a la inhibicién
de la angiogénesis como terapia para el tratamiento del
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cancer de ovario, se han realizado diversas estrategias con
diferentes blancos, como el VEGF y su receptor por me-
dio de dos estrategias: previniendo la unién del receptor
al VEGF o previniendo la activacién a nivel intracelular
(30). Uno de los primeros compuestos que demostraron
poseer efectos significativos en carcinoma de ovario es
el bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que se une a
VEGEF, bloqueando su interaccién con su receptor. Ade-
mas, este agente mostrd buenos resultados en pacientes
con céncer de ovario recurrente en el 16% de las pacientes
sensibles a cisplatino y en el 18% de las pacientes resis-
tentes a éste. Incluso en estos ensayos se ha observado un
aumento del periodo libre de enfermedad, del tradicional
16% al 42% a los 6 meses (31). Sin embargo, en cuanto al
tratamiento con bevacizumab, se han realizado distintos
ensayos clinicos (GOG 218 e ICON 7) donde se analizé
el tiempo y la dosis del inhibidor en combinacién con la
administracién de los quimioterapéuticos. A pesar de los
resultados beneficiosos en cuanto al aumento de los perio-
dos libres de enfermedad al combinar bevacizumab con
quimioterapia, no se observa aumento en la supervivencia
global. Esto, junto con algunos efectos adversos que se
observan con estos compuestos y el alto costo que poseen,
hace dudar de su real beneficio (32).

Ensayos in vitro e in vivo para estudiar la angiogéne-
sis ovarica en el tracto reproductivo femenino

Sobre la base de lo descripto anteriormente, la
angiogénesis ovdrica juega un rol importante en la apa-
ricién o desarrollo de SHEO y SOP, como en el cédncer
ovarico.
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Es decir, el endotelio es una fuente y un blanco
de sustancias vasoactivas que son secretadas debido a las
condiciones que se desencadenan durante estas enferme-
dades descriptas. Para evaluar los mecanismos bioqui-
micos y moleculares que participan se han desarrollado
métodos in vitro e in vivo.

Se detallardn a continuacién los métodos mas
relevantes para estudiar la angiogénesis en el tracto re-
productivo femenino tanto en condiciones fisiolégicas
como patoldgicas.

Ensayos in vitro de angiogénesis
Cultivo de células endoteliales

La migracién de células endoteliales es esen-
cial para la angiogénesis. Este proceso de movilidad es
direccionalmente regulado por quimiotaxis y estimulos
mecanoticticos. Ademds, implica la degradacién de la
matriz extracelular para permitir la migracién de las célu-
las. Distintas vias de sefializacién se activan y convergen
en la remodelacion del citoesqueleto. A continuacion, las
células endoteliales se extienden, contraen y avanzan. Se
ha observado que el sistema angiogénico de ANGPT no
estimula la proliferacién de las células endoteliales, sin
embargo, la ANGPT-1 promueve la migracién de estas
células (33). Una de las formas de evaluar los diferentes
parametros de la angiogénesis es la utilizacién de culti-
vos de células endoteliales y la posterior observacién de
la migracién celular frente a distintos tratamientos (34).
Sobre la base de ello, se realizé el ensayo de migracién
de herida en una linea endotelial humana. Este ensayo ha
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Figura 2. Efecto del fluido folicular en la migracién de células endoteliales. A) Cuantificacién del ensayo de migra-
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cién de células endoteliales en el control negativo fue arbitrariamente definida como del 100%. Los datos se expresaron como la
media + EMS (n=20); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. B) Imdgenes representativas de la migracién endotelial en el ensayo de
migracién por herida inducida por fluido folicular de pacientes normales y con alto riesgo de desarrollar SHEO preincubado duran-
te 1 hora a 37 °C con un anticuerpo anti-ANGPT-1 y sin él. Las imdgenes fueron tomadas inmediatamente después de realizar la
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sido utilizado por mas de 40 afios y se caracteriza por
la habilidad que tienen las células para migrar en una
pequefia drea creada libre de células. Este método ha
sido util no solo para evaluar los factores involucrados
en la migracion celular, sino también para evaluar el rol
de las proteinas de la matriz extracelular, asi como de
las proteinas que participan de las uniones intercelulares
(35). En particular, uno de los objetivos de nuestro labo-
ratorio fue analizar el potencial angiogénico que tienen
los fluidos foliculares (FF) provenientes de pacientes
con riesgo de desarrollar SHEO utilizando el ensayo de
migracién por herida (36) (FIGURA 2). Los resultados
mostraron que los FF de estas pacientes estimulan la
migracién celular, comparados con los FF de pacientes
controles. Sin embargo, cuando se agrega un anticuerpo
neutralizante anti-ANGPT-1 (inhibidor) a los FF prove-
nientes de pacientes con alto riesgo a SHEO, se observa
una disminucién en la migracion de células endoteliales,
por lo que este proceso angiogénico evidencia valores
normales.

Una vez que las células endoteliales han migra-
do y proliferado en respuesta al estimulo angiogénico,
se diferencian para producir nuevos capilares. Entre los
diversos ensayos in vitro que mimetizan este proceso
de diferenciacién que sufren las células endoteliales en
la angiogénesis, se emplea muy frecuentemente el de la
formacién de estructuras tubulares en Matrigel (mezcla
de proteinas gelatinosas secretadas por células tumorales
de ratén, que mimetiza el ambiente extracelular encontra-
do en varios tejidos). Las células endoteliales de cordén
umbilical (HUVEC) han sido las principales células utili-
zadas en este tipo de ensayos. Otros autores y en nuestro
laboratorio hemos realizado ensayos de tubulogénesis en
cultivos de células endotelialescon Matrigel utilizando
los FF o el suero proveniente de pacientes normales, asi
como de pacientes con distintas patologias (37, 38). Von
Otte y cols. observaron que en ausencia de factores angio-
génicos o de FF de pacientes normales se encuentra una
estructura tipo tubular de forma incompleta, irregular y
pequeiia en los cultivos de células endoteliales(37). Tan
y cols. observaron un aumento en la formacién de tibu-
los con suero de pacientes SOP, efecto que fue revertido
luego de 6 meses de tratamiento con el hipoglucemiante
metformina (38). En nuestro laboratorio, hemos observa-
do que en presencia de FF de pacientes con riesgo elevado
de padecer SHEO, aumenta la formacion de estructuras
del tipo tubular endotelial comparado con los FF de pa-
cientes normales. Estos resultados son consistentes con
los ensayos de migracién ya que explicarian la excesiva
angiogénesis que poseen las pacientes con riesgo elevado
de desarrollar este sindrome.

En céncer de ovario, este tipo de ensayo se utili-
za, por ejemplo, para evaluar la secrecion de factores an-
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giogénicos por parte de células tumorales. Un ejemplo es
el trabajo donde se ha demostrado que al incubar células
correspondientes a una linea tumoral ovérica en presen-
cia de metaloproteinasa 1 (MMP1), el medio condicio-
nado de estas células induce la formacién de estructuras
tubulares en comparacién con el medio condicionado de
células incubadas en ausencia de estimulo. Esto demues-
tra que la MMP1 estimula la secrecién de factores an-
giogénicos por parte de células ovdricas tumorales (39).

El proceso angiogénico no solo involucra pro-
liferacion, adhesion, migracion de células endoteliales
y formacién de tibulos, sino también cambios en el ci-
toesqueleto. Es decir, se producen cambios en la per-
meabilidad vascular que estdn dados por la integridad
de las uniones estrechas y adherentes entre las células
endoteliales. Estas uniones regulan el pasaje de iones,
nutrientes y diferentes fluidos desde el espacio intra-
vascular al espacio periférico donde se encuentran los
tejidos. Una manera para medir permeabilidad vascular
es mediante la técnica de faloidina. Los filamentos de
actina polimerizados se unen con el péptido de faloidi-
na que estd conjugado a marcadores fluorescentes. Es-
tos filamentos son cruciales para el mantenimiento de
las uniones entre células endoteliales, regulando de esta
manera la permeabilidad vascular. Levin y cols. (1998)
mostraron una marcada redistribucién de filamentos de
actina en forma transversal cuando las células endote-
liales eran incubadas en presencia de VEGF o de FF
de pacientes normales comparadas con controles (40).
Ademas, nosotros hemos observado que los FF de pa-
cientes con riesgo elevado de desarrollar SHEO generan
filamentos de actina en forma transversal a lo largo de
la célula, lo que provoca la formacion de fibras de estrés
de actina comparados con los FF de pacientes normales.

Cultivos mixtos (cocultivos)

Los cultivos mixtos son muy interesantes por-
que nos permiten reproducir las condiciones fisiolégicas
en las que se encuentran las células en el organismo y
permiten investigar las interacciones entre ellas. Se pue-
den desarrollar cultivos mixtos combinando dos cultivos
primarios, cultivos primarios con lineas celulares o dos
lineas celulares distintas. Es decir, todos estos cultivos
mimetizan un microsistema semejante al de los fisiol6-
gicos. En particular, en el drea reproductiva, varios au-
tores han utilizado estos tipos de cultivos para evaluar
los distintos mecanismos que se desencadenan luego de
la unién de gonadotrofinas o factores pro y antiangio-
génicos a sus receptores presentes en los distintos tipos
celulares. Rodewald y cols. (2009) establecieron un nue-
vo modelo in vitro de cocultivo de células de granulosas
luteinicas humanas con células endoteliales humanas.
Los autores mostraron los efectos de la hCG sobre la
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permeabilidad celular y la expresién de claudina 5 (pro-
tefna que participa en las uniones estrechas endotelia-
les y regula la permeabilidad celular) en presencia de
un inhibidor de VEGF. Los resultados mostraron que la
hCG actiia como un factor paracrino aumentando la per-
meabilidad endotelial mediante la secrecién de VEGF
por células de la granulosa luteinicas humanas y por
consiguiente, causando una disminucién de la expresion
de claudina 5 en las células endoteliales (41).

Ensayo ex vivo de angiogénesis
Cultivo de anillos de la aorta

Este ensayo se caracteriza por representar va-
rios pasos de la angiogénesis que incluyen la prolifera-
cién de células endoteliales, migracion, diferenciacion
en nuevos capilares y recubrimiento de pericitos (42). El
ensayo consiste en extraer la aorta toracica de la rata, re-
moverle el tejido conectivo y cortar la aorta en diferentes
segmentos pequefios tipo “anillo”. Luego son embebi-
dos en una matriz extracelular tridimensional compuesta
por fibrina o coldgeno y se mantiene en un medio especi-
fico. Este tejido comprende 3 diferentes tipos celulares:
células endoteliales, células fibroblasticas y células de
miusculo liso. Luego de varios dias de cultivo se puede
observar la formacion de nuevos microcapilares a par-
tir del explante de la aorta en presencia de factores con
actividad proangiogénica. Un ejemplo es el estudio rea-
lizado por Berndt y cols. (2009), donde demuestran que
la hCG se comporta no solo como un factor que modu-
la la implantacién embrionaria mediante el control de
la secrecion del factor inhibitorio de leucemia (LIF) y
la produccién de la metaloproteinasa-9, sino también
como un factor proangiogénico (43). Para ello utiliza-
ron, entre otros ensayos, el cultivo de los anillos de la
aorta en presencia de distintas concentraciones de hCG
recombinante y urinaria luego de 9 dias de cultivo. La
hCG aument6 no solo el nimero de nuevos capilares,
sino también la distancia de la migracion celular desde
el explante, lo que indica que esta gonadotrofina cumple
también un rol importante en la angiogénesis.

Ensayos in vivo de angiogénesis
Ensayo de la cornea

La cérnea es un modelo ideal para evaluar la
angiogénesis in vivo, ya que se caracteriza por ser avas-
cular y, por lo tanto, el desarrollo de nuevos vasos seré
solamente debido al material que se agregue (44). Ori-
ginalmente fue desarrollado en ojo de conejo pero luego
fue adaptado al ratén. El ensayo consiste en realizar una
abertura en la cérnea, donde se coloca el componente de
interés. La respuesta angiogénica puede ser monitoreada
por observacién mediante lupa o midiendo el drea de pe-
netracién de los vasos mediante técnicas fluorescentes.

Actualizaciones

La dnica desventaja de este ensayo es el desarrollo de
inflamacién, que puede llegar a interferir en la visuali-
zacién de la neovascularizacion en la cérnea. En el drea
reproductiva femenina, este ensayo in vivo de angiogé-
nesis podria ser utilizado en el futuro para evaluar el po-
tencial angiogénico que poseen el liquido peritoneal, los
sueros y los FF provenientes de pacientes con distintas
patologias.

Ensayo del implante de Matrigel

Este ensayo, comparado con el ensayo de la
coérnea, no requiere herramientas técnicas especificas de
cirugia (45). El Matrigel contiene previamente las sus-
tancias para evaluar y se administra en forma subcuta-
nea. Luego de varios dias, el implante puede ser exami-
nado en forma histolégica para determinar el desarrollo
de vasos sanguineos que han penetrado al Matrigel. Se
puede medir el volumen del plasma mediante la adminis-
tracién de dextran conjugado a un marcador fluorescen-
te o también mediante la cuantificacién de hemoglobina
que se encuentra dentro del implante de Matrigel (46).
Por ejemplo, Johns A y cols. (1996) demuestran que los
estrogenos modulan la angiogénesis tanto en condicio-
nes fisiol6gicas como patolégicas mediante la induccién
del factor de crecimiento fibroblastico tipo B (FGFb).
Para ello, utilizaron ratones transgénicos sin receptor de
estrogenos y ratones salvajes, y luego los ovariectomiza-
ron. Se evalué el volumen de plasma dentro del implante
de Matrigel que contenia FGFb que habia sido implanta-
do subcutdneamente en ambos tipos de ratones. En rato-
nes salvajes, la administracién de 17p-estradiol aumenté
el volumen del plasma del implante de Matrigel medido
por dextran conjugado a fluoresceina, comparado con el
de los ratones transgénicos.

Ensayo de membrana corionalantoide (CAM)

Este ensayo fue originalmente descripto por
embridlogos hace 50 afios atrds con el objetivo de eva-
luar el desarrollo de 6rganos en el embrién. El sistema
de vasos sanguineos de la CAM es inmunodeficiente y
similar a la placenta de mamiferos en cuanto a la ausen-
cia de inervacién. Ademads, otra ventaja de este ensayo
es que el sistema inmune y nervioso del embrién propia-
mente dicho no se han desarrollado atn. Sobre la base
de estas caracteristicas, el ensayo de la CAM puede ser
utilizado para realizar xenotrasplante con distintos tipos
de tejidos que provienen de diferentes especies. Este sis-
tema de la CAM se utiliza para evaluar la angiogénesis
tanto en tumores como en tejidos endometriales (47,48),
para cultivo de piel humana (49) y de higado (50), asi
como también para analizar la toxicidad de biomateria-
les para ingenieria de tejidos (51).

Al principio, las CAM de los dias 7-9 de em-
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briones de pollo eran expuestas mediante una pequeia
abertura en la céscara del huevo y los fragmentos de
tejido de interés eran colocados directamente arriba de
la CAM (52). Los huevos eran reincubados por varios
dias, y las CAM, junto con los fragmentos tisulares, eran
analizadas mediante la cuantificacién de los puntos de
bifurcacién de los nuevos capilares que se encontraban
dentro del area de interés (lugar donde se habia colocado
el material tisular).

Luego se realiz6 una modificacién al ensayo
CAM (método in ovo) que consistia en transferir el em-
brién completo a placas de cultivo de pléstico (53). Lue-
go de 3-4 dias de incubacidn, durante los cuales la CAM
se desarrolla, se agregan los fragmentos de tejido para
evaluar su actividad angiogénica. Las sustancias pueden
ser ubicadas en la CAM directamente o sobre anillos de
siliconas para delimitar la zona de crecimiento vascular
que se evaluara.

Las ventajas que posee este método in vivo para
evaluar la angiogénesis son la disponibilidad universal
de huevos, relativo bajo costo, rdpido desarrollo y cre-
cimiento de los embriones y adecuacién a normas éticas
vigentes para el uso de animales de experimentacion.
Ademas, se pueden llevar a cabo varios tratamientos
en la misma CAM, lo que permite que los resultados
sean muy confiables. Recientemente, Isachenko y cols.
(2012) han propuesto al sistema de la CAM como una
técnica para evaluar la calidad de tejido ovarico que fue
previamente criopreservado (54). Es importante destacar
que la infertilidad aumenta en aquellas mujeres que fue-
ron sometidas a quimioterapia, ya que es un tratamiento
que puede dafiar las génadas. La criopreservacion de ma-
terial ovdrico antes de la terapia quimioterapéutica con
reimplantacidn posterior representa una buena solucién
para restablecer la fertilidad en este tipo de pacientes.

En nuestro laboratorio, hemos puesto a punto
este ensayo pero en embriones de codorniz. Estos se in-
cubaron in ovo durante 2 dias a 37 °C. Durante el de-
sarrollo ex ovo (embrién desarrollado en una placa de
cultivo) se realiz6 un control de la viabilidad cada 48 h.
Luego de los 5 dias de incubacidén ex ovo se colocaron
como estimulo los FF, en discos de filtros, de las pa-
cientes con riesgo de desarrollar SHEO y de pacientes
normales. Luego de las 48 h posestimulacién, los em-
briones fueron sacrificados y las CAM fueron fijadas en
4% paraformaldehido/2% glutaraldehido en PBS. Los
resultados mostraron que los FF de pacientes con riesgo
de SHEO causaban un mayor nimero de ramificaciones
vasculares, asi como un aumento en el calibre vascular,
comparados con los FF de pacientes normales (FIGURA
3). En cambio, cuando los FF de SHEO fueron incuba-
dos con un inhibidor del factor angiogénico ANGPT-1,
se observé una disminucién en los pardmetros analiza-
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dos anteriormente comparados con los FF de pacientes
SHEO sin tratamiento. Una de las ventajas de este ensa-
yo es que se pueden analizar otros parametros ademas
de los estudios morfolégicos. Por ejemplo, en las CAM,
se puede llevar a cabo la técnica de inmunofluorescencia
(IF) para detectar células endoteliales (factor Von Wille-
brand) y células de miusculo liso (a-actina). En nuestro
laboratorio, observamos que los FF de SHEO mostraban
un aumento tanto en el drea endotelial como en la pe-
riendotelial, comparados con los FF normales. En cam-
bio, la presencia del inhibidor de ANGPT-1 en los FF
de SHEO disminuia en las dreas celulares mencionadas
anteriormente respecto a los FF de SHEO sin tratamien-
to. También, se pueden realizar estudios bioquimicos,
cuantificando mediante ensayos de Elisa los niveles de
la integrina avf33, que se consideran un pardmetro an-
giogénico (55). Los resultados mostraron un aumento
de esta integrina en las CAM incubadas con los FF de
pacientes con riesgo de desarrollar SHEO, comparados
con los FF de pacientes normales. En cambio, la presen-
cia del inhibidor de ANGPT-1 disminuy6 los niveles de
esta proteina. Es decir, que no solo el VEGF se encuentra
involucrado en la severidad del SHEO, sino que también
participa otro factor angiogénico, como es la ANGPT-1.

Conclusiones

Los ensayos in vitro de angiogénesis resultan
ttiles para llevar a cabo cuantificaciones bajo controles
estrictos pero deben de ser interpretados con gran pre-
caucion. Estos ensayos pueden servir para validar los
primeros pasos de la angiogénesis (proliferacién, migra-
cién, adhesion y formacién de tibulos) pero deben ser
confirmados por estudios in vivo. Los cultivos de 6rgano
(ensayo del anillo de la aorta) y los cocultivos (células
endoteliales y células de misculo liso) proveen mayor
informacién que los ensayos in vitro ya que permiten
evaluar las interacciones entre distintos tipos celulares
que participan en el desarrollo de nuevos vasos. Los
ensayos in vivo son absolutamente necesarios para eva-
luar en forma estricta todos los pasos angiogénicos sin
eliminar la posible participacién de otros sistemas que
ocurren alrededor del desarrollo de una nueva vascula-
tura. La desventaja de estos ensayos in vivo es que son
dificiles de desarrollar ya que requieren en su mayoria
conocimientos de cirugia o de la técnica propiamente
dicha para llevarlos a cabo. En particular, los ensayos in
vitro e in vivo que fueron descriptos en este trabajo para
evaluar el desarrollo de los vasos, pueden ser aplicados
para el estudio de enfermedades reproductivas femeni-
nas con alteraciones en la angiogénesis (SHEO, SOP,
cancer de ovario, etc.) mediante la utilizacion del suero,
liquido peritoneal, fluido folicular o de biopsias de dis-
tintos tejidos.
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Figura 3. Efecto del fluido folicular en un modelo de
angiogénesis in vivo (CAM, membrana corioalantoi-
dea de embrién de codorniz). A) Cuantificacién de las bi-
furcaciones vasculares en el ensayo CAM. Los datos se expresa-
ron como la mediana = EMS (n=20); ***p<0,001. B) Im&genes
representativas de las CAM incubadas (a) con fluidos foliculares
de pacientes normales, (b) con fluidos foliculares de pacientes
normales con el agregado de un anticuerpo neutralizante anti-
ANGPT-1, (¢) con fluidos foliculares de pacientes con alto riesgo
a desarrollar SHEO y (d) con fluidos foliculares de pacientes con
alto riesgo a desarrollar SHEO con el agregado de un anticuerpo
neutralizante anti-ANGPT-1. FF: fluido folicular; SHEO: sindrome
de hiperestimulacién ovérica; Ac ANGPT-1: anticuerpo antian-
giopoyetina-1.
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Resumen

La prevalencia de la obesidad se ha incremen-
tado y extendido en toda la poblacién sin distincién de
edad, sexo, etnia o clase sociocultural. Afio a afio la cifra
de adultos con sobrepeso y obesidad se incrementa, as{
como la incidencia de la morbilidad asociada. La abun-
dancia de comidas rdpidas, hipercaldricas y relativamen-
te econdmicas, junto con el estilo de vida sedentario, han
colaborado con el desarrollo del fenotipo obeso. Por otro
lado y de manera alarmante, existe un aumento en la in-
cidencia de la obesidad en nifios menores de cinco afios.
En un intento de hallar la causa de este incremento, se
ha estudiado y observado que los hijos de madres obesas
presentan mayor incidencia de obesidad y sobrepeso, lo
que indica que la obesidad es una alteracion metaboli-
ca que se transmite de generacién en generacion. Se ha
establecido que la exposicién a un entorno metabdlico
alterado como la obesidad en etapas criticas del desa-
rrollo “programa” alteraciones en los distintos 6rganos
y sistemas que impactardn en el metabolismo del indi-
viduo durante el resto de su vida. En esta revision se
analizardn algunos de los diferentes mecanismos que se
alteran durante el desarrollo y conforman las bases para
el desarrollo del fenotipo obeso en la adultez.
Palabras clave: obesidad, programacién perinatal, alte-
raciones metabdlicas, sobrepeso.

Abstract

The prevalence of obesity has extended in to
the entire population regardless age, gender, ethnicity or
socio-cultural class. Every year, the number of adults suf-
Sfering from overweight and/or obesity increases, together

with the incidence of associated morbidity. The abundance
of fast, hypercaloric and relatively cheap food, as well as
a sedentary lifestyle, has contributed to the development
of the obese phenotype. Furthermore, and alarmingly,
there is an increased incidence of obesity in childhood.
Moreover, it has been observed that children from obese
mother have higher incidence of obesity, indicating that
obesity is a metabolic disorder that is transmitted from
one generation to the following. It has been established
that the exposure to an altered metabolic environment
at critical stages of the development, ‘programms’ many
metabolic alterations in different organs and systems that
will impact later in life. In this review we discuss some of
these mechanisms that contribute to the development of
the obese phenotype.

Key words: obesity, perinatal programming, metabolic
alterations, overweight.

Introduccion

El sobrepeso y la obesidad son desérdenes me-
tabdlicos muy frecuentes en la actualidad. Segtin la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS): “El sobrepeso y
la obesidad se definen como una acumulacién anormal
o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la sa-
Iud”. El indice de masa corporal (IMC) establece el esta-
do energético de un individuo de acuerdo con su altura y
peso en kg/m?. Segtin la OMS, los individuos con un IMC
igual o superior a 25 son considerados con sobrepeso y
por encima de 30, obesos (Tabla I). La obesidad ha al-
canzado proporciones epidémicas a nivel mundial, y cada
afio mueren, como minimo, 2.600.000 personas a causa
de la obesidad o el sobrepeso. Aunque anteriormente se
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consideraba un problema confinado a los paises de altos
ingresos, en la actualidad la obesidad también es preva-
lente en los paises de ingresos bajos y medianos.

Insuficiencia ponderal <18,5
Intervalo normal 18,5-24,9
Sobrepeso >25
Obesidad >30

Tabla 1. Clasificacion del IMC.
Fuente: http://www.who.int/features/factfiles/obesity/es/

Segun los ultimos informes de la OMS, el so-
brepeso y la obesidad causan mas muertes que la insufi-
ciencia ponderal. El1 44% de los casos mundiales de dia-
betes, el 23% de las cardiopatias isquémicas y el 7-41%
de determinados cédnceres son atribuibles al sobrepeso
y la obesidad. De acuerdo con los informes de la OMS:
e En 2008, 1400 millones de adultos (de 20 y mds

afios) tenian sobrepeso. Dentro de este grupo, mas de
200 millones de hombres y cerca de 300 millones de
mujeres eran obesos.

* En estudios realizados en 2012 se proyecta que para
2015 la cifra de adultos obesos superard los 1500
millones.

* Un dato por demds alarmante es que en 2012 se re-
gistraron mas de 42 millones de menores de cinco
afios con sobrepeso.

Este crecimiento exponencial de la inciden-
cia de la obesidad sugiere que la causa no podria ser
atribuible tinicamente a la transmisién génica, sino que
serian causas ambientales las que determinarian este in-
cremento. Una nutricién inadecuada, con alto contenido
de grasa e hidratos de carbono, en conjunto con una vida
sedentaria, estarian inclinando la balanza hacia un feno-
tipo obeso. Sin embargo, es notorio que la descendencia
de madres con obesidad o sobrepeso tiene una mayor
incidencia de obesidad, sobrepeso y alteraciones meta-
bélicas (1, 2). Asi como los hijos de mujeres que han de-
sarrollado diabetes presentan mayor incidencia de alte-
raciones metabdlicas respecto de los hermanos nacidos
previamente al diagndstico de la diabetes (3), los hijos
de madres que incrementan su IMC entre un embarazo y
otro presentan mayor peso al nacer y, consecuentemen-
te, mayor riesgo de desarrollar alteraciones metabdlicas
(4). Asimismo, los hijos de madres obesas presentan ma-
yor indice de alteraciones metabdlicas que sus hermanos
nacidos posteriormente a una cirugia baridtrica y a la
recuperacién de la salud metabdlica materna (5). Esta
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evidencia sugiere que es la exposicién al entorno intra-
uterino de una mujer obesa o con sobrepeso, mds que la
transmision génica, la que induce un mayor riesgo de de-
sarrollar un fenotipo obeso. Estos individuos perpetua-
ran el fenotipo obeso ya que ellos mismos presentaran
alteraciones metabdlicas en la adultez que transmitirén a
las futuras generaciones. La programacién del desarro-
llo de alteraciones metabdlicas ocurre durante el periodo
intrauterino y posnatal temprano. En los dltimos afios,
el estudio de la programacién ha recibido gran atencién.
Algunos de los roles que cumplen distintos sistemas y
6rganos han sido esclarecidos y otros permanecen sin
resolver.

Rol de la placenta

La placenta es el 6rgano que vincula a la ma-
dre con el feto en desarrollo. En la placenta ocurre el
intercambio de sustancias entre la sangre materna y fe-
tal, que provee al feto de nutrientes, agua, oxigeno y de-
mds sustancias necesarias para el correcto desarrollo y
crecimiento. La regulacion del transporte de nutrientes
estd relacionada con el crecimiento fetal y muchas veces
con el crecimiento placentario, que estd estrechamente
ligado al concepto de eficiencia placentaria (6). Se ha
visto que la expresion y actividad de transportadores
placentarios de nutrientes se incrementa en respuesta a
las demandas fetales de crecimiento. Asi, en situaciones
normales, placentas pequefias presentan alta expresion y
actividad de transportadores de nutrientes, mientras que
las més grandes presentan baja expresion y actividad
transportadora (7). Esto sugiere que el feto estd modu-
lando de alguna manera la afluencia de nutrientes (8).
Es légico pensar que el feto module el propio pasaje de
nutrientes de acuerdo con sus necesidades, y esto impli-
ca la modulacién del tamafio placentario y la expresion
de transportadores placentarios. Sin embargo, se ha ob-
servado que la disponibilidad y el ambiente endocrino
materno también modulan el transporte de nutrientes (9,
10). La madre y el feto llegan a un acuerdo en el que la
placenta es la mediadora y la proveedora de nutrientes y
sustancias necesarias para el crecimiento y desarrollo fe-
tal (11). Las alteraciones en el crecimiento fetal ocurren
cuando la madre no puede cumplir con las demandas
fetales o cuando, por alteraciones del entorno materno,
el feto recibe mds nutrientes de los necesarios. En este
tultimo caso, el feto debe almacenar de alguna manera el
exceso de sustratos, lo que, como se explicard mas ade-
lante, conduce al desarrollo del fenotipo obeso.

Existen numerosos trabajos que describen la
regulacién placentaria del transporte de nutrientes. La
mayor parte de la glucosa es transportada de manera de-
pendiente de gradiente a través de GLUT-1, 2, 3 y una
menor parte de manera dependiente de insulina a través



de GLUT-4 y 12. Los lipidos en circulacién se hallan
acomplejados a macromoléculas con proteinas que son
recepcionadas por receptores especificos en la placenta.
Luego, lipasas placentarias como la LPL (lipoproteina
lipasa) y EL (lipasa endotelial) hidrolizan las macromo-
léculas lipidicas a 4cidos grasos que son captados por
la placenta por difusién o por proteinas transportadoras.
Los aminodcidos son transportados por sistemas especi-
ficos con gasto energético como el sistema A (SNAT), L
(LAT), tau (TAUT) e y+ (Y+AT). Factores mitogénicos
como la insulina y los factores de crecimiento similar a
insulina estimulan el transporte de aminoécidos (6).

Son muchos los trabajos que relacionan el perfil
hormonal materno y fetal con el transporte placentario de
nutrientes, y aunque hay muchos estudios sobre el efecto
de diferentes hormonas en la expresion y actividad de
transportadores placentarios, es dificil discriminar entre
los efectos que tienen las hormonas provenientes de cir-
culacién materna y los que tienen las provenientes de
circulacién fetal (9, 12).

La insulina, una de las hormonas que varia con
el estado nutricional, incrementa el transporte de lipidos
y aminodcidos (6). El tratamiento de explantos placen-
tarios con insulina induce un incremento del transporte
de aminodcidos y combinada con hiperglucemia induce
un incremento en la actividad de la LPL, adjudicando un
rol a la insulina materna (10, 13). La placenta también
expresa receptores de insulina en la vasculatura, de cara
a la circulacién fetal (14). La infusion fetal de insulina
en monos genera, ademds de crecimiento fetal, un incre-
mento en el crecimiento placentario, lo que sugiere un
rol para la insulina fetal (15).

Es interesante resaltar que otra hormona ligada
a la homeostasis energética, como la leptina, también
induce variaciones en el transporte placentario de nu-
trientes. Se ha observado una induccién del transporte
de aminoécidos en placenta humana, lo que establece un
rol para la leptina materna. El endotelio placentario tam-
bién expresa receptor de leptina (16). Se ha observado
un incremento de la expresion de LPL posadministra-
cion fetal de leptina, lo que le adjudica un rol a la leptina
fetal (17).

En las ultimas etapas de la gestacidn, caracte-
rizada por la resistencia fisioldgica a insulina, la insu-
linemia y la leptinemia se encuentran incrementadas, la
primera debido a la resistencia a la insulina, y la segunda
debido a la mayor produccién de leptina por los adipoci-
tos y la placenta. La obesidad eleva atin mas los niveles
de ambas hormonas, la insulina por la exacerbacién de
laresistencia a insulina y la leptina, debido a la gran can-
tidad de masa adipocitaria y al estimulo que induce la
insulina en la produccién placentaria de leptina. (18-20).
La hiperleptinemia, junto con la resistencia a la insulina,
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caracteristica de la obesidad, incrementa la disponibi-
lidad de lipidos maternos en circulacién (21). Por otra
parte, el feto también produce leptina e insulina y sus
niveles se incrementan en modelos de obesidad (17, 22).
En conjunto, la placenta en gestaciones complicadas por
la obesidad, se encuentra inmersa en un ambiente con al-
tas concentraciones de lipidos, leptina e insulina, las que
incrementan el transporte de aminodcidos y lipidos ha-
cia el feto en desarrollo, lo que sustentaria el crecimien-
to fetal y promoveria el desarrollo del fenotipo obeso.

El incremento en la afluencia de nutrientes a tra-
vés de la placenta, especialmente de lipidos, es frecuente
en madres obesas y modelos de obesidad. En la placenta
de modelos de obesidad se han observado incrementos en
la expresion y la actividad de los transportadores placenta-
rios de lipidos, glucosa y aminoécidos, ligados a un incre-
mento del crecimiento fetal y a la hiperlipidemia (17, 22).

En algunos casos, la obesidad o la dieta grasa
generan alteraciones en la angiogénesis placentaria. La
incorrecta morfogénesis de los vasos placentarios induce
alteraciones en el pasaje de sustancias al feto en desarro-
1lo, con efectos nocivos en el crecimiento fetal. En ratas
alimentadas con dieta grasa, y ligado al estrés oxidati-
vo, se han encontrado dreas de necrosis placentaria, con
la consecuente disminucion del peso placentario y fetal
(23). En estos casos, la obesidad induce una disminucién
de la eficiencia placentaria atribuible a alteraciones en
la vasculatura de la placenta, que conduce al retraso del
crecimiento intrauterino (24).

La evidencia sugiere que la obesidad, en la
mayoria de los casos, induce un incremento en el creci-
miento fetal ligado a un aumento del tamafio o transpor-
te placentario. Los individuos gestados bajo estas condi-
ciones nacen con peso elevado para la edad gestacional.
Sin embargo, en otros casos, cuando la morfogénesis
placentaria se altera en perjuicio del flujo sanguineo
placentario, la eficacia placentaria disminuye, el feto no
recibe los nutrientes que demanda y se observa restric-
cion del crecimiento intrauterino. Los individuos gesta-
dos bajo estas condiciones nacen pequefios para su edad
gestacional. Sin embargo, en términos de programacién
a largo plazo, el recién nacido pequeiio y el grande para
edad gestacional presentan similares probabilidades
de desarrollar el fenotipo obeso. El rdpido crecimiento
posnatal compensatorio en el individuo pequefio para la
edad gestacional programar4 alteraciones del metabolis-
mo con el mismo resultado que las programadas por el
exceso intrauterino de nutrientes (25).

En los pérrafos subsiguientes se detallardn al-
gunos de los mecanismos que programan la obesidad
en la etapa adulta de aquellos individuos que, expuestos
a un ambiente intrauterino de madre obesa, desarrollan
peso adecuado o excesivo para la edad gestacional.
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Regulacion del apetito

La regulacién de la ingesta es compleja y abarca
varios nucleos hipotaldmicos. El nticleo arcuato (ARC),
situado por encima de la eminencia media, se encuentra
en una posicion estratégica para la interaccién con hor-
monas y péptidos indicadores del estado energético del
individuo y reguladores de la homeostasis energética.
En el ARC se encuentran las neuronas que coexpresan
neuropéptido (NPY) y proteina relacionada con aguti
(AgRP), ambos inductores del apetito y con efectos ana-
boélicos. Ademds hay otro grupo de neuronas que coex-
presan proopiomelanocortina (POMC) y transcripto re-
gulado por cocaina y metanfetamina (CART), supresores
del apetito y con efectos catabdlicos. Las neuronas del
ARC, también llamadas de primer orden, emiten sus pro-
yecciones hacia otros nicleos hipotaldmicos como el ni-
cleo ventromedial (VMN), nticleo paraventricular (PVN)
y nudcleo dorsomedial (DMH) que contienen las neuronas
de segundo orden que propagaran las sefiales que luego
se transmitirdn al resto del organismo. La desregulacién
de la produccién de alguno de estos péptidos, como asi
también de la interaccién morfoldgica entre las neuronas
que los transmiten, generard alteraciones en la regulacion
de la saciedad y la homeostasis energética (26).

Las neuronas del ARC expresan receptor de
leptina y receptor de insulina. La insulina se produce
en respuesta a la ingesta de carbohidratos, siendo asi un
indicador de la biodisponibilidad de glucosa del indivi-
duo. La leptina se produce en respuesta a la acumulacién
de lipidos y se correlaciona con la masa grasa total del
individuo. Estas dos hormonas atraviesan la barrera he-
matoencefdlica a través de un sistema especifico y satu-
rable e impactan en el ARC inhibiendo la produccién de
AgRP y de NPY y estimulando la de POMC y de CART
(26, 27). Las alteraciones en la biodisponibilidad de lep-
tina e insulina son responsables de la desregulacién de la
ingesta y el gasto energético, es por esto que los niveles
alterados de estas dos hormonas durante el periodo de
morfogénesis del hipotdlamo generan una anémala pro-
gramacion de la homeostasis energética (28, 29).

Se ha observado que durante el desarrollo exis-
ten incrementos de leptina circulante coincidentes con
aumentos en la expresion hipotaldmica de su receptor
en determinadas ventanas del desarrollo. Se cree que
estas variaciones serfan determinantes para establecer
los mecanismos de regulacién necesarios para el esta-
blecimiento de un sistema de regulacion de la homeos-
tasis energética adecuada (30). La sobreadministracién
de leptina en el periodo posnatal temprano en roedores
genera una expresion hipotaldmica andémala de NPY,
AgRP y POMC (31).

La expresion del receptor de insulina a nivel hi-
potaldmico varia con el desarrollo. La insulina intervie-
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ne en los procesos de la formacidn sindptica, la morfo-
génesis de las dendritas y la plasticidad (32). Se ha visto
que la administracién de insulina durante el desarrollo
genera alteraciones morfoldgicas hipotaldmicas, hipe-
rinsulinemia y obesidad (29). La sobreexposicién a esta
hormona en momentos criticos del desarrollo programa
al ARC para que en la adultez, la insulina produzca un
efecto estimulatorio sobre la produccién de NPY en lu-
gar del mecanismo normal de inhibicién, programando
en el individuo la hiperfagia y la obesidad (33). Se cree
que la resistencia a la insulina hipotaldmica esta relacio-
nada con una hipermetilacién de POMC que es critica
para la regulacién de POMC por leptina e insulina (34).

Segtin la especie, el completo desarrollo de es-
tos centros y su interrelacién ocurre en distintos momen-
tos de la vida perinatal y se completa durante la lactan-
cia. Las crias de madres obesas estdn expuestas a altas
concentraciones de leptina, azicares, grasas e insulina
provenientes de la circulacién materna durante la gesta-
cién y de la leche materna durante la lactancia y como
consecuencia, presentan hiperfagia, obesidad y una des-
ensibilizacion a la induccién de la saciedad por leptina
(35). La exposicién durante la gestacion y la lactancia a
dietas maternas con alto contenido graso predisponen a
la cria a la hiperfagia y a la preferencia por la “comida
chatarra” (36), asi como la obesidad y resistencia a insu-
lina (37). El periodo critico parece ser el de la lactancia,
sin embargo, trabajos desarrollados con crias de madre
obesa amamantadas por ratas delgadas muestran altera-
ciones hipotaldmicas consistentes con la programacién
del fenotipo obeso, lo que indica que las alteraciones
tienen su inicio durante la vida fetal (38, 39).

Alteraciones hepaticas

La descendencia de ratas obesas, con sobre-
peso o alimentadas con dietas de alto contenido graso,
presentan el sindrome de higado graso no alcohdlico,
definido por un incremento en la deposicién de lipidos,
la presencia de vacuolas lipidicas, fibrosis y alteracién
de la funcién hepdtica. Este sindrome, que es tal vez
la manifestacién hepdtica del sindrome metabdlico, se
desarrolla en varios modelos de obesidad (40-42); en
modelos de obesidad en monos, las crias también pre-
sentan higado graso, indicador temprano del desarrollo
del sindrome de higado graso no alcohdlico (43). Las
alteraciones hepdticas de la descendencia se programan
de manera perinatal, asociadas a alteraciones en la pre-
sién sanguinea, ritmo cardiaco y a un incremento en la
colesterolemia (40, 44). Durante la gestacion, las crias
de ratas alimentadas con dieta grasa presentan un in-
cremento en el contenido de triglicéridos en el higado
asociado a incrementos en la insulinemia, leptinemia,
trigliceridemia y colesterolemia, asi como anomalias



hepdticas en la respuesta a la leptina, indicando que la
programacion comienza durante la vida fetal (17). Las
crias de ratas alimentadas con dieta palatable, que en la
vida adulta son alimentadas con dieta estandar presentan
también higado graso indicando que la programacion es
irreversible para la intervencion alimenticia en los mode-
los estudiados (41).

Estudiando las posibles causas de esta acumula-
cion téxica de lipidos en el higado, se ha encontrado que
ésta se asocia a la resistencia a la insulina, a la disminu-
cion de la expresion de los transportadores de glucosa, y
a un incremento en la expresion de la proteina de unién
al elemento regulador de esterol (SREBP-1), potente ac-
tivador de la transcripcidn de genes intervinientes en la
lipogénesis (45). Las crias de ratonas obesas desarrollan
higado graso asociado a un incremento en la expresion
de genes intervinientes en la lipogénesis y en la inflama-
cion, relacionado con la resistencia a la insulina, ademas
de una disminucién en la actividad respiratoria mitocon-
drial (46). El incremento en la lipogénesis y la disminu-
cion de la lipdlisis han sido observados por varios grupos
de trabajo y estdn ligados al incremento de la expresion
de SREBP-1 y a la disminucién de la expresién y acti-
vidad de PPARa, (receptor activado por proliferadores
peroxisomales alfa), factor de transcripcion involucrado
en el catabolismo de lipidos (45, 47). Estas alteraciones
parecen estar relacionadas en todos los casos con baja
respuesta a la insulina evidenciada por indices de insuli-
norresistencia como el HOMA, hiperinsulinemia y altas
concentraciones plasmaticas de lipidos (17, 41, 45). El
andlisis de los caminos de sefializacion a insulina mues-
tran una disminucién en la expresion de la subunidad 8
del receptor de insulina, del sustrato del receptor de insu-
lina (IRS-1), de la proteina p-85a. y un incremento de la
proteina-quinasa C (48), lo que indica la programacion
de la desensibilizacién a insulina en el higado de la des-
cendencia de rata alimentada con dieta grasa.

Alteraciones en el misculo esquelético

Si bien la descendencia de mujeres con sobre-
peso, obesas y de modelos de obesidad o sobrepeso pre-
senta un incremento del IMC, el analisis detallado de la
composicion corporal revela un incremento del porcen-
taje de grasa en detrimento de la masa muscular magra
(20, 48-50). Las crias de ratas alimentadas con “comi-
da chatarra” presentan un incremento de la infiltracion
adipocitaria en las fibras musculares, concomitante con
una disminucién en la sensibilidad a insulina y toleran-
cia a la glucosa, probablemente debido a una disminu-
cién del receptor de insulina en musculo esquelético y
de GLUT-4 (51). La ruptura de la cascada de senaliza-
cién del receptor de insulina se ha observado también
en la descendencia de un modelo de obesidad en ovejas.
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Los fetos de ovejas obesas presentan un incremento de
la infiltracién adipocitaria muscular, menor niimero de
fibras musculares, incremento de la adipogénesis y una
disminucién de la fosforilacién de las proteinas blanco
del receptor de insulina a pesar de un incremento en la
insulinemia fetal (52). De forma congruente, la disminu-
cién en la expresion y fosforilacion de los componentes
de la sefializacion del receptor de insulina en el misculo
se ha observado también en la descendencia de ratones
hembra obesas (53). Un incremento en la masa de tejido
adiposo infiltrado en el tejido muscular, junto con una
disminucion del desarrollo de las fibras musculares, re-
sistencia a la insulina e hiperinsulinemia, son denomina-
dores comunes en diferentes modelos de obesidad, junto
con un incremento en la adipogénesis en detrimento de
la miogénesis (54). Estas caracteristicas se exacerban
cuando la cria es expuesta nuevamente a una dieta con
alto contenido de grasa (54, 55).

Entonces, la infiltraciéon adipocitaria intramus-
cular comenzaria durante la vida intrafetal y probable-
mente, asociada a la produccién de citoquinas proin-
flamatorias, generaria resistencia a la insulina, lo que
contribuirfa a la programacién del fenotipo obeso (52).

Tejido adiposo

El incremento en el peso materno, asi como el
IMC previo al embarazo, se correlacionan con la apari-
cién de macrosomia y el incremento del IMC en neona-
tos, nifios y adultos en la descendencia. Ademas, se ha
establecido que el incremento del IMC es causado por
un aumento de la masa del tejido graso en el humano
(20, 50, 56, 57). El tejido adiposo es el tnico tejido que
tiene capacidad indefinida de crecimiento. El incremen-
to inducido por la dieta en la cantidad de adipocitos es
irreversible a pesar de la intervencién con dieta saluda-
ble (58). La descendencia de ratas obesas presenta un in-
cremento en la concentracion sérica de lipidos, leptina,
insulina y un incremento en el ndmero y tamafio de los
adipocitos (49). El exceso de nutrientes, transferido des-
de la madre durante el desarrollo gestacional o posnatal
temprano, induce un incremento en la masa adiposa ya
que glucosa y lipidos son almacenados en forma de 1ipi-
dos en el tejido adiposo. El incremento del tejido adipo-
so es inducido por genes activadores de la adipogénesis
como PPARY. Se ha encontrado un incremento en la ex-
presion de este gen y una disminucidn en la expresion de
adrenoreceptores B, y 8,, ambos inductores de la lipdli-
sis en la descendencia de ratas obesas (55). Asimismo,
en fetos de oveja alimentada con dieta hipercaldrica se
encontrd un incremento en la expresion de LPL, leptina
y PPARY (59), genes involucrados en la adipogénesis y/o
la lipogénesis. El incremento en la adiposidad y en la
expresion de leptina se mantiene de manera posnatal y
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los niveles de insulina se correlacionan con la expresion
de PPARY (51, 60). La insulina induce la expresion y ac-
tividad del factor de transcripcién ADD1 (factor de dife-
renciacion y determinacion adipocitaria 1) y SREBP-1,
que estimularian la adipogénesis a través de PPARy y
la incorporacién de lipidos y la lipogénesis a través de
la sintasa de acidos grasos y la LPL; ademdas, ADD1 y
SREBP-1 estimulan la expresion de leptina (61, 62). Es
asi como el incremento en la afluencia de nutrientes,
facilmente almacenables como lipidos, junto con la hi-
perinsulinemia, incrementan la adiposidad y programan
un aumento de la cantidad de adipocitos, junto con el
aumento de la leptinemia que, como se ha detallado, im-
pacta en la regulacion de la homeostasis energética. Mas
aun, la hipertrofia adipocitaria induce la secrecion de ci-
toquinas proinflamatorias involucradas en la resistencia
periférica a insulina, lo que incrementaria atin mas la
insulinemia (62). Estudios a largo plazo en la descen-
dencia de madres alimentadas con dieta grasa muestran
el traspaso generacional del fenotipo obeso cuando las
cuatro generaciones subsiguientes prosiguen alimentan-
dose con la misma dieta. Estas ratas presentan hipertro-
fia adipocitaria, hiperlipidemia, niveles incrementados
de insulina, leptina y algunas citoquinas inflamatorias
como el TNFa (factor de necrosis tumoral) involucradas
en la resistencia a la insulina, lo que indica que la expo-
sicién a dietas con alto contenido de lipidos perpetia el
fenotipo obeso (63).

Funcién pancreatica

Ademas de modular la ingesta a nivel hipotala-
mico la insulina modula la entrada de glucosa en las cé-
lulas, estimula la formacién de glucégeno y el almacena-
miento de lipidos en el tejido adiposo entre tantas otras
funciones anabdlicas. Para el cumplimiento de este rol de
manera exitosa se requiere de una adecuada produccién
insulinica frente al estimulo (glucosa y diversos péptidos
intestinales estimulados por nutrientes) y una recepcion y
respuesta adecuada en las células blanco. La exposicién
a altas concentraciones de nutrientes transferidos desde
la madre son un estimulo para el pancreas que produce
altas concentraciones de insulina durante la vida fetal y
posnatal temprana (17, 64). Como hemos mencionado, la
hiperinsulinemia fetal y posnatal altera la programacién
de la homeostasis energética y programa al individuo para
desarrollar obesidad. En humanos se ha estudiado la re-
lacion entre el estado energético de la madre y del feto y
de la insulinemia neonatal. Los estudios de la glucemia e
insulinemia neonatal sefialan que el IMC materno se co-
rrelaciona con la insulinemia neonatal y esté asociado a la
resistencia a la insulina neonatal (20).

Se han observado numerosas anomalias en la
funcién y estructura pancredtica de la descendencia de

@

ratas alimentadas con dietas de alto contenido graso. Se
ha observado un incremento de la insulinemia fetal que
persiste en el periodo posnatal, probablemente debido
a un incremento en la transcripcién de pre-proinsulina
y de los inductores de su expresion PDX-1 (pancrea-
tic duodenal homeobox transcription factor-1), HNF3[
(hepatocyte nuclear factor 3) y BETA2 (2/NeuroD)
(65). La descendencia de ratas gestadas y en especial
amamantadas por madres obesas presenta acumulacién
de triglicéridos y sobreexpresion de coldgeno pancreé-
ticos, lo que indica la programacion perinatal de altera-
ciones estructurales pancredticas (66). En otros trabajos
realizados con modelos similares, en los que se estudié
la descendencia a largo plazo (6-12 meses) se ha obser-
vado desensibilizacién sistémica a insulina y disminu-
cién de la secrecion pancredtica de insulina estimulada
por glucosa a pesar de un incremento en el contenido de
granulos secretorios de insulina (67, 68). En modelos de
obesidad ovina se ha encontrado que los fetos presen-
tan hiperinsulinemia, indices de sensibilidad a insulina
disminuidos, hiperplasia pancreética y un incremento en
el contenido pancredtico de insulina y de células secre-
toras de insulina (69). Un trabajo posterior, realizado en
el mismo modelo por el mismo grupo, muestra que los
eventos tempranos desaparecen en el feto a término, que
presenta una reduccién en nimero de células {3, un in-
cremento de la apoptosis pancredtica y una disminucién
de la insulinemia en el neonato, lo que indica un agota-
miento temprano de la funcién pancredtica (70).

Conclusiones

Todo parece indicar que la exposicién a un am-
biente perinatal enriquecido en nutrientes se transfiere al
feto a través de la placenta y la leche materna. En res-
puesta, el pancreas fetal y neonatal incrementa la produc-
cién insulinica. Sin embargo, el mismo incremento en la
afluencia de nutrientes genera un aumento de la adipo-
sidad, localizada en los sitios fisioldgicos e infiltrada en
organos como el higado, musculo y pancreas, induciendo
anomalias funcionales en estos 6rganos. La hiperinsuline-
mia colabora con la hipertrofia adipocitaria que, debido
a la produccién de citoquinas inflamatorias, genera in-
sulinorresistencia en los érganos insulinodependientes y
colabora con la exacerbacién de la hiperinsulinemia. El
pancreas, inmerso en un entorno proinflamatorio, recibe
el estimulo constante que generan los altos niveles cir-
culantes de lipidos y finalmente se inflama y puede ago-
tarse y disminuir la produccién insulinica. La resistencia
a la insulina y consecuente adiposidad altera la funcién
hepética y disminuye la masa muscular lo que induce al-
teraciones en el metabolismo de lipidos y glucosa. Ade-
mds, la hiperinsulinemia y el incremento en la adiposidad
generan un incremento en la produccién de leptina por el
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Figura 1. Esquema de los mecanismos intervinientes y los efectos en la programacién del fenotipo obeso.

tejido adiposo, placenta e higado fetal y neonatal. La hi-
perleptinemia, junto con la gran produccién de citoquinas
proinflamatorias, induce resistencia a leptina central y pe-
riférica. La hiperleptinemia e hiperinsulinemia impactan
en el hipotdlamo en formacién programando alteraciones
que conduciran a la hiperfagia y la disminucién del gasto
energético. En conjunto, la obesidad materna programa
un incremento de la adiposidad, resistencia a la insulina
y leptina, alteraciones hepaticas, hiperfagia y disminucién
del gasto energético, lo que induce el fenotipo obeso en la
descendencia (FIGURA 1).
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Resumen

La endometriosis es una patologia ginecol6gi-
ca estrogeno-dependiente e inflamatoria que se define
como la presencia de tejido endometrial fuera de la ca-
vidad uterina.

(Por qué en las pacientes con endometriosis el
tejido endometrial ectdpico no es eliminado por el siste-
ma inmunol6gico?

En el presente trabajo se describe una serie de
alteraciones en las distintas poblaciones leucocitarias,
citoquinas y otros factores solubles reguladores de la
respuesta inmunoldgica presentes en las pacientes con
endometriosis.

Asimismo, se describen los mecanismos por los
cuales estas alteraciones, no solo favorecen la “toleran-
cia inmunolégica” hacia los implantes endometridsicos,
sino que, por el contrario, colaboran en el desarrollo de
la enfermedad al estimular la proliferacion y angiogéne-
sis e inhibir la apoptosis del tejido endometrial ectépico.
Palabras clave: endometriosis, liquido peritoneal, tole-
rancia, macréfagos, citoquinas.

Abstract

Endometriosis is a gynecological inflammatory
estrogen dependent pathology that is defined as the
presence of endometrial tissue outside the uterine cavity.

Why in patients with endometriosis the ectopic en-
dometrial tissue is not eliminated by the immune system?

In this paper a series of abnormalities in different
leukocyte populations, cytokines and other regulatory
soluble factors of the immune response, present in pa-
tients with endometriosis, are described.
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Also are described the mechanisms by which
these changes, not only favor the “immunological
tolerance” to endometriotic implants but on the con-
trary, collaborating in the development of the disease
by stimulating the angiogenesis and proliferation and
inhibit the apoptosis of ectopic endometrial tissue.

Key words: endometriosis, peritoneal liquid, tolerance,
macrophages, cytokines.

La endometriosis se define como la presencia
de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina. Es una
enfermedad ginecoldgica benigna, inflamatoria y estro-
geno-dependiente. Sus principales sintomas son el dolor
pelviano agudo previo o intramenstrual y/o dolor créni-
coy la infertilidad(1). El dolor puede ser tan intenso que
afecta la calidad de vida de la mujer, desde sus relacio-
nes hasta sus actividades diarias y es ademds la tercera
causa de hospitalizacién ginecoldgica(2,3).

Es una enfermedad que afecta a alrededor del
10-15% de las mujeres en edad reproductiva; existen
alrededor de 200 millones de pacientes en el mundo y
un millén en la Argentina. Sin embargo, es posible que
la poblacién afectada sea mucho mayor por ser una pa-
tologia subdiagnosticada debido a que culturalmente se
acepta como “normal” que las menstruaciones puedan
ser muy dolorosas y porque la inica manera de obtener
un diagndstico certero es mediante una laparoscopia(4).
Las pacientes con endometriosis se presentan a la con-
sulta generalmente por problemas de infertilidad (dado
que entre el 50-80% de estas pacientes son infértiles)
y se ha estimado que el retraso en el diagndstico es de
alrededor de 7 afios(5).



